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El tejido adiposo blanco constituye un depósito de energía altamente dinámico, que 
almacena el exceso de energía en períodos de balance energético positivo y los moviliza en 
períodos de demanda energética (Ducharme y Bickel, 2008). Concretamente, el tejido adiposo 
almacena los ácidos grasos procedentes de la dieta en forma de triglicéridos (TAGs) (i.e., 
lipogénesis) en las gotas lipídicas (GLs) que ocupan la mayor parte del citosol de los adipocitos 
(Walther y Farese, 2012; Rodríguez et al., 2015). Los TAGs son posteriormente hidrolizados 
(lipólisis) en ácidos grasos y glicerol, que son transportados hasta otros tejidos en donde son 
utilizados como fuente de energía (Guilherme et al., 2008). Los procesos de almacenamiento 
y movilización de energía en los adipocitos están controlados por un complejo sistema 
multifactorial, en el que juegan un papel fundamental la insulina y las catecolaminas, 
respectivamente (Czech et al., 2013; Malagón et al., 2013). Además de su papel en la 
homeostasis lipídica, el tejido adiposo constituye un lugar esencial de utilización de la glucosa 
(revisado en Malagón et al., 2013). Finalmente, el tejido adiposo es un importante órgano 
endocrino, productor de una gran variedad de moléculas señalizadoras, las adipoquinas que 
regulan desde el metabolismo y la homeostasis energética, a la respuesta inmune o la 
inflamación, (Galic et al., 2010; Ouchi et al., 2011; Rodríguez et al., 2015). De esta manera, la 
alteración del metabolismo glucídico y lipídico y de la producción de adipoquinas asociada al 
exceso de tejido adiposo que ocurre en la obesidad están asociados a resistencia a insulina, lo 
que constituye un factor de riesgo principal en el desarrollo de diabetes tipo II, hipertensión, 
enfermedad cardiovascular o cáncer (Bluher, 2013; Kwon y Pessin, 2013; Rodriguez et al., 
2015). 
En el mantenimiento de la homeostasis lipídica de los adipocitos juegan un importante 
papel tanto los factores y procesos que median los efectos de los reguladores de la 
incorporación, síntesis, almacenamiento y movilización de lípidos, la insulina en particular, 
como de los componentes intracelulares que regulan el funcionamiento de las GLs. En el 
primer aspecto, cabe destacar la función de las caveolas y, en el segundo, las proteínas que se 
asocian a la cubierta de las GLs.   
Las caveolas son invaginaciones (50-100 nm) de la membrana plasmática 
enriquecidas en esfingolípidos y colesterol, que son especialmente abundantes en adipocitos 
(Hansen et al., 2013; Parton y del Pozo, 2013). Las caveolas se caracterizan por contener dos 
familias de proteínas: caveolinas y cavinas (Hansen y Nichols, 2010). El principal tipo de 
caveolina en los adipocitos, caveolina 1 (CAV1), es responsable de la formación, junto con 
cavina 1 y 2, de las caveolas, así como de su mantenimiento, definiendo ambos tipos de 
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proteínas en gran medida la funciones de estos dominios de la membrana plasmática (Parton 
y del Pozo, 2013; Kovtun et al., 2015; Nassar y Parrat, 2015).  Entre otros procesos, las 
caveolas participan en procesos de transducción de señal, endocitosis, tráfico de lípidos, 
homeostasis del colesterol y mecanotransducción (Parton y del Pozo, 2013; Méndez-
Giménez et al., 2014; Echarri y del Pozo, 2015). En particular, las caveolas constituyen 
plataformas de señalización de hormonas de factores de crecimiento, como la insulina, cuyo 
receptor (receptor de insulina, IR) y sus mediadores, como el sustrato del IR (IRS), y efectores 
intracelulares, como el transportador GLUT4, se asocian a caveolas (Kanzaki, 2006; Frühbeck 
et al., 2007; Lamaze y Torrino, 2015).  
Por su parte, las gotas lipídicas constituyen el centro integrador del metabolismo 
lipídico en los adipocitos. Están constituidas por un núcleo hidrofóbico de lípidos neutros, 
principalmente TAGs en adipocitos, que está rodeado por una monocapa de fosfolípidos a la 
que se asocian una gran variedad de proteínas (Fujimoto y Parton, 2011; Walther y Farese, 
2012; Thiam et al., 2013; Rabanal-Ruiz, 2014). Entre éstas, hay lipasas y enzimas que 
participan en la síntesis de TAGs y fosfolípidos así como diversos miembros de las familias de 
perilipinas (PLIN) y Cide, que regulan la formación, crecimiento y mantenimiento de la 
función de las GLs (Walther y Farese, 2012; Kimmel y Sztalryd, 2016; Kory et al., 2016). 
Además, las GLs están decoradas por proteínas que intervienen en procesos de transporte y 
en la interacción de las GLs con otros orgánulos relacionados con el metabolismo lipídico 
(retículo endoplásmico –RE-, mitocondrias, peroxisomas, etc), incluyendo componentes del 
citoesqueleto, GTPasas (Rab, Arf), y proteínas SNARE (Walther y Farese, 2012; Kimmel y 
Sztalryd, 2016; Kory et al., 2016). 
Recientemente, en nuestro grupo de investigación hemos identificado dos proteínas: 
una proteína de largos dominios de tipo coiled-coil, NECC2, localizada en caveolas en células 
neuroendocrinas, donde regula la señalización del factor de crecimiento NGF mediada por el 
receptor Tyr quinasa, TrkA (Díaz-Ruiz et al., 2013), mientras que la otra, la GTPasa de bajo 
peso molecular Rab34, forma parte del proteoma asociado a las GLs de adipocitos 3T3-L1 
(Rabanal, 2014).  En este contexto, el presente trabajo ha estado centrado, por una parte, en 
la caracterización de NECC2 en cuanto a su posible localización en caveolas en adipocitos, así 
como su interacción con otros componentes de estos dominios (i.e., receptor de insulina y 
actina cortical) y su función en relación a la señalización de insulina asociada a caveolas. Por 
otra, hemos investigado la distribución de Rab34 a lo largo del proceso de adipogénesis y en 
adipocitos maduros e identificado sus interactores y las funciones de esta proteína en la 
citofisiología de los adipocitos. Como objetivo adicional, se ha investigado la regulación de 
ambas proteínas en condiciones patológicas (obesidad y resistencia a insulina). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Para abordar los objetivos se han utilizado como modelos experimentales la línea 
celular 3T3-L1, a diferentes estadios de diferenciación, así como muestras de tejido adiposo 
humano y preadipocitos y adipocitos humanos aislados a partir de dichas muestras. En 
algunos estudios se ha utilizado además la línea celular de hepatocitos HepG2. En estas 
células, se ha utilizado microscopía confocal para analizar la distribución de las proteínas 
NECC2 y Rab34, endógenas o expresadas de forma exógena utilizando vectores de expresión 
construidos específicamente para esta Tesis Doctoral, y su posible colocalización con 
marcadores de diversos compartimentos celulares. Estos estudios se han complementado 
con análisis de subfraccionamiento celular, incluyendo el aislamiento de caveolas de los 
adipocitos. Además, se han realizado la caracterización funcional de las dos proteínas 
mediante estudios de sobreexpresión y silenciamiento génico, determinando el impacto de 
la manipulación de los niveles de expresión de NECC2 y Rab34 sobre la señalización de 
insulina y la acumulación/movilización de lípidos en las GLs de los adipocitos, 
respectivamente. Con el fin de complementar los estudios funcionales, hemos puesto a 
punto una nueva técnica de identificación del interactoma, BioID (proximity-dependent biotin 
identification; Roux et al., 2012), para su aplicación al estudio de Rab34 en adipocitos (y 
hepatocitos). Finalmente, analizamos la expresión de NECC2 y Rab34 en muestras de tejido 
adiposo humano, subcutáneo y visceral, de individuos delgados y de individuos obesos con 
diferentes grados de sensibilidad a insulina, además de en modelos in vitro que simulan las 
condiciones de hipertrofia, inflamación y/o resistencia a insulina que concurren 
habitualmente con obesidad. 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Respecto a NECC2, los estudios llevados a cabo en células 3T3-L1 muestran que su 
expresión (ARNm y proteína), que se detecta ya en preadipocitos en etapas iniciales del 
proceso de diferenciación, aumenta de forma progresiva durante la adipogénesis.  En 
adipocitos, NECC2 se distribuye en la superficie celular, donde colocaliza con CAV1, el receptor 
de insulina y la actina cortical, lo que apoya su asociación a caveolas en estas células. Estos 
resultados se han reforzado mediante el uso de diferentes tratamientos farmacológicos para 
desorganizar las caveolas (Metil-β-ciclodextrina) o el citoesqueleto de actina (latrunculina). 
Mediante estudios de fraccionamiento celular, hemos establecido además que NECC2 es una 
proteína citosólica que se asocia de forma periférica a las caveolas, presumiblemente a través 
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de los dominios de interacción con CAV1 y colesterol presentes en su secuencia. 
Notablemente, la sobreexpresión de NECC2 provocó una estimulación prolongada de la 
señalización de insulina mediada por Akt, mientras que su silenciamiento alteró tanto la 
activación de Akt como de ERK1/2 inducidas por insulina.  En esta línea, observamos que la 
expresión de NECC2 aumenta en el tejido adiposo humano, tanto visceral como subcutáneo, 
en condiciones de obesidad y resistencia a insulina, en relación a lo observado en individuos 
delgados. Los resultados observados en muestras de tejido adiposo humano ex vivo fueron 
corroborados en modelos in vitro de hipertrofia y resistencia a insulina (i.e., exposición crónica 
a palmitato, o a concentraciones elevadas de glucosa e insulina). En conjunto, estos resultados 
identifican, por primera vez, a NECC2 como un componente de las caveolas en adipocitos que 
es regulado en respuesta a obesidad y enfermedades metabólicas asociadas. Nuestras 
observaciones apoyan la participación de NECC2 en el mantenimiento de la función de las 
caveolas como plataformas de señalización regulando selectivamente cascadas específicas de 
señalización de la insulina. 
Por su parte, descubrimos que Rab34 presenta una distribución dual, i.e., asociada al 
aparato de Golgi y/o a GLs dependiendo del estadio de diferenciación (temprano o tardío), y 
del nivel de expresión de dicha proteína (nivel fisiológico o sobreexpresión). De esta forma, 
hemos mostrado que en adipocitos no diferenciados (3T3-L1 o humanos), que mantienen aún 
su fenotipo fibroblástico carente de GLs, Rab34 se asocia al aparato de Golgi, donde participa 
en el mantenimiento de la estructura de este orgánulo.  Sin embargo, la aparición de GLs en 
adipocitos, así como en hepatocitos tras la exposición a ácidos grasos, induce la translocación 
de Rab34 a la superficie de las GLs, donde presumiblemente llega mediante una ruta 
retrógrada a través del compartimento intermedio retículo endoplásmico-Golgi (ERGIC). 
Mediante nuestros estudios de colocalización y de BioID hemos mostrado que Rab34 
interacciona con el sistema Arf1/COPI, que es responsable de la transferencia de ciertas 
proteínas a la cubierta de las GLs, tales como la lipasa ATGL o perilipina 2 (PLIN2) (Gao y 
Goodman, 2015). Estas observaciones están de acuerdo con nuestros estudios de 
sobreexpresión y silenciamiento de Rab34, que apoyan un papel para esta GTPasa en la 
regulación de la lipólisis y la lipogénesis en los adipocitos.  En relación con la lipogénesis, el 
uso de técnicas de videomicroscopía en tiempo real en células vivas nos ha permitido 
establecer la ruta de internalización de lípidos asociada a Rab34 en adipocitos.   Finalmente, 
como en el caso de NECC2, Rab34 también está regulada en el tejido adiposo humano, en 
particular en el depósito subcutáneo, en relación a obesidad si bien no se observan diferencias 
en el contenido de Rab34 respecto al desarrollo de resistencia a insulina en individuos obesos. 
Atendiendo a nuestros resultados en los modelos in vitro, los cambios observados en el tejido 
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adiposo de individuos obesos parecen ser el resultado de la suma o la interacción de los 
múltiples procesos de estrés celular que se activan en los adipocitos obesos. El conjunto de 
nuestros resultados en hepatocitos y en adipocitos, murinos y humanos, refuerza la idea del 
papel de Rab34 como marcador de la formación y/o mantenimiento de las GLs en condiciones 
normales y, presumiblemente, también en condiciones patológicas.  
En resumen, el trabajo experimental incluido en este trabajo nos permite proponer, 
por primera vez, la participación de NECC2 y Rab34 como nuevos componentes de las caveolas 
y de las GLs, respectivamente, que contribuyen a la regulación del metabolismo lipídico 
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1.1. Tejido adiposo 
 
El tejido adiposo es un tejido conjuntivo de origen mesenquimal que hasta 
hace poco era considerado como un depósito pasivo de grasa. Sin embargo, 
actualmente se considera que constituye un depósito de energía altamente 
dinámico, almacenando el exceso de ácidos grasos en períodos de balance energético 
positivo y movilizándolos en períodos de demanda energética (Ducharme y Bickel, 
2008). Concretamente, el tejido adiposo almacena los ácidos grasos procedentes de 
la dieta en forma de triglicéridos (TAGs) que, en situaciones de necesidad energética, 
son hidrolizados a través de la activación de las vías lipolíticas generando ácidos 
grasos que son transportados hasta otros tejidos en donde son utilizados como 
fuente de energía (Guilherme et al., 2008). Adicionalmente, el tejido adiposo 
constituye un lugar esencial para la captación de glucosa, utilizada con una doble 
finalidad: la producción de energía para el funcionamiento celular y la síntesis del 
glicerol requerido para la esterificación de los ácidos grasos y su almacenaje (revisado 
en Malagón et al., 2013).  Finalmente, desde el descubrimiento de la leptina en 1994, 
se considera que el tejido adiposo es un importante órgano endocrino, productor de 
una gran variedad de moléculas señalizadoras, las adipoquinas (Galic et al., 2010). 
Hasta el momento, se han descrito cerca de 60 adipoquinas producidas por los 
distintos componentes celulares del tejido adiposo, incluyendo hormonas, factores 
de crecimiento, citoquinas o quimioquinas, etc, que,  entre otros procesos, regulan 
el metabolismo y la homeostasis energética, la respuesta inmune o la inflamación 
mediante su acción sobre diversos órganos (Ouchi et al., 2011; Rodríguez et al., 
2015). De esta manera, la alteración del metabolismo glucídico y lipídico y de la 
producción de adipoquinas asociada al exceso de tejido adiposo que ocurre en la 
obesidad están asociados a resistencia a insulina, lo que constituye un factor de 
riesgo principal en el desarrollo de diabetes tipo II, hipertensión, enfermedad 
cardiovascular o cáncer (Bluher, 2013; Kwon y Pessin, 2013; Rodriguez et al., 2015). 
En obesidad, el tejido adiposo sufre importantes cambios moleculares que 
afectan tanto a sus células como a la matriz extracelular (MEC) (Sun et al., 2013; 
Rodríguez et al., 2015; Pellegrinelli, et al., 2016). Existen sólidas pruebas 
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experimentales que asocian la resistencia a insulina ligada a obesidad con la fibrosis, 
hipoxia e infiltración del tejido adiposo por células del sistema inmune e inflamación, 
lo que, junto con la hipertrofia de los adipocitos, pone en marcha diversos procesos 
de estrés celular en estas células que bloquean su respuesta a insulina y provocan 
muerte celular, además de inhibir la adipogénesis (Bluher, 2013; Malagón et al., 
2013; Trayhurn, 2013; Rodríguez et al., 2015). Entre los procesos de estrés activados 
en los adipocitos en obesidad, se ha demostrado que el propio estrés mecánico 
inducido por la hipertrofia celular, el estrés del retículo endoplásmico (RE), la 
disfunción mitocondrial y estrés oxidativo, o la autofagia, que confluyen en la 
activación de rutas proinflamatorias en los adipocitos, contribuyen a la disfunción de 
estas células (Malagón et al., 2013; Díaz-Ruiz A, et al., 2015). Rodríguez et al., 2015). 
En estas condiciones, los adipocitos dejan de cumplir su función como almacenadores 
de lípidos, de manera que éstos se acumulan en localizaciones ectópicas (Frühbeck 
et al., 2014; Rodríguez et al., 2015; Rutkowski et al., 2015). Se ha propuesto que la 
acumulación de lípidos y el subsiguiente proceso de lipotoxicidad en tejidos como 
músculo, hígado o páncreas, junto con la alteración en el patrón de adipoquinas, son 
responsables del desarrollo de resistencia a insulina asociada a obesidad (Virtue y 
Vidal-Puig, 2010). 
 
1.1.1. Tipos de tejido adiposo 
 
El tejido adiposo constituye un órgano complejo que se distribuye en varias 
localizaciones corporales, y se clasifica atendiendo a su estructura, localización, 
vascularización, color, y función (Chen et al., 2016). Tradicionalmente se definen dos 
tipos principales de tejido adiposo: el tejido adiposo blanco (TAB) y el tejido adiposo 
marrón (TAM). Ambos tipos de grasa almacenan la energía en forma de TAGs, aunque 
en el TAB éstos se acumulan en una única gota lipídica (GL), mientras que en los 
adipocitos del TAM, se distribuyen en varias gotas lipídicas (Vázquez-Vela, et al., 
2008). 
El TAM tiene como principal función la regulación térmica corporal vía 
termogénesis sin escalofrío, mediante la disipación de la energía almacenada en 
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forma de calor (Virtanen et al., 2009). Por su lado, el TAB es el tejido adiposo más 
abundante y se distribuye en varios depósitos, siendo la grasa visceral (TAV) y la 
subcutánea (TASC) las más abundantes (Kelley et al., 2000; Rodríguez A et al., 2015).  
El TAV incluye el tejido adiposo omental, mesentérico y retroperitoneal así 
como el peri gonadal (Wajchenberg, 2000), mientras que el TASC se localiza debajo 
de la piel a lo largo de todo el cuerpo (Shi H, et al., 2009). Entre estos depósitos 
existen importantes diferencias morfológicas y moleculares (Tchkonia et al., 2013). 
Concretamente, el TAV muestra una menor sensibilidad a la insulina pero una mayor 
sensibilidad a catecolaminas que el TASC (revisado en Wajchenberg, 2000; 
Wajchenberg et al., 2002). Estos depósitos también difieren en cuanto a la capacidad 
proliferativa y de diferenciación de sus pre adipocitos (mayor en TASC) así como en 
la tasa de apoptosis (mayor en TAV) (Tchkonia et al., 2013). Finalmente, TASC y TAV 
difieren en las adipoquinas que producen: más adiponectina (con funciones insulino-
sensibilizantes) en TASC (Fain et al., 2003) y más citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, 
TNF-α) en TAV (Fain et al., 2003; Vohl et al., 2004). De hecho, el TAV presenta una 
mayor infiltración de macrófagos que el TASC (Harman-Boehm et al., 2007; O'Rourke 
et al., 2009). De esta manera, atendiendo a estas características y estudios 
epidemiológicos, actualmente se considera que la obesidad omental está altamente 
relacionada con un mayor riesgo a generar síndrome metabólico (i.e. resistencia a 
insulina, diabetes de tipo 2, dislipidemia, enfermedad cardiovascular, hipertensión), 
mientras que se ha sugerido que el TASC puede desempeñar un papel protector 
desde un punto de vista metabólico (Wajchenberg et al., 2002; Snijder et al., 2003; 
Hamdy et al., 2006; Smith, 2015; Pellegrinelli, et al,. 2016). 
Por otra parte, un estudio reciente demostró que los humanos adultos 
también poseen TAM funcional, aunque su cantidad es variable dependiendo de la 
edad, el sexo, la temperatura y el peso corporal (Virtanen et al., 2009). A partir de 
este hallazgo se ha descrito la existencia de un tercer tipo de grasa, la grasa “beige” 
o “brite” que, como el TAM,  expresan la proteína UCP-1/termogenina y tiene por 
tanto capacidad termogénica (Wu et al., 2012; revisado en Rodriguez et al., 2015; 
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1.1.2. Adipogénesis y componentes celulares del tejido adiposo 
 
El tejido adiposo está constituido por adipocitos maduros inmersos en una 
matriz de colágeno (Mariman y Wang, 2010). En la matriz también residen células 
madre mesenquimales, preadipocitos, células sanguíneas y tejido vascular, que, en 
conjunto, constituyen la denominada fracción de estroma vascular (FEV) (Frayn et al., 
2003). Por su parte, las células madre mesenquimales (CMMs) y los preadipocitos de 
la FEV permiten la renovación de las células maduras del tejido mediante el proceso 




El preadipocito es una célula de tipo mesenquimal derivada de células 
pluripotentes que, en respuesta a estímulos específicos, tiene la capacidad de 
diferenciarse en adipocito por el proceso de adipogénesis. La adipogénesis implica la 
acción coordinada de numerosos efectores extracelulares, que disparan diferentes 
rutas de señalización intracelular y activan varios factores de transcripción, los cuales 
dirigen la transformación de los preadipocitos hacia adipocitos acumuladores de 
lípidos (revisado en Fève, 2005; Rosen y MacDougald, 2006; Christoloudides et al., 
2009; Lefterova y Lazar, 2009; White y Stephens, 2010; Cristancho y Lazar, 2011). Este 
programa molecular dirige las fases sucesivas del proceso de adipogénesis: 
determinación y parada del crecimiento celular, expansión clonal y diferenciación 
terminal (Otto y Lane, 2005). El primer paso en la adipogénesis consiste en la 
transición de células madre embrionarias en células mesenquimales las cuales se 
transforman entonces en preadipocitos blancos comprometidos en respuesta a 
factores como la rigidez de la matriz extracelular, la confluencia celular o la forma 
celular (Cristancho y Lazar, 2011). Una vez que los predipocitos entran en el programa 
adipogénico, se pone en marcha una cascada transcripcional en la que participan 
varios factores de transcripción, entre los cuales PPARγ, CCAAT/ enhancer-binding 
protein‑ α (C/ EBPα), C/EBPβ y C/ EBPδ, junto con la coordinación epigenómica entre 
estos factores (Lefterova et al., 2008; Nielsen et al., 2008), son los principales 
inductores de la expresión de los genes que definen el fenotipo adipocitario durante 
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la fase de diferenciación terminal  (Cristancho y Lazar, 2011). Entre los genes diana 
asociados a la diferenciación de los adipocitos se encuentran genes metabólicos 
como la proteína de unión a ácidos grasos 4 (fatty acid-binding protein 4; FABP4), el 
transportador de glucosa 4 (GLUT4), la sintasa de ácidos grasos (fatty acid synthase, 
FAS), el receptor de insulina (IR) y el sustrato del IR (IRS), o la lipasa sensible a 
hormona (hormone sensitive lipase; HSL) asi como adipoquinas como leptina y 
adiponectina (Wu et al., 1999; Cristancho y Lazar, 2011). A nivel fenotípico, la 
inducción de los genes metabólicos promueve la formación y acumulación de gotas 
lipídicas, que van aumentando de tamaño de forma progresiva y se fusionan hasta 
formar la gran gota lipídica característica de los adipocitos blancos (Fig. 1).  
 
 
Figura 1. Adipogénesis. Proceso temporal y factores implicados en la diferenciación de los adipocitos 
(original de Pulido, 2011, modificado de Frühbeck y Gómez-Ambrosi, 2005). 
 
Entre los estímulos que inducen el programa adipogénico se encuentran los 
glucocorticoides (i.e., dexametasona) así como agonistas de AMPc (IBMX), además 
de la insulina (Cristancho y Lazar, 2011; Jia et al., 2012; Saben et al., 2014). De hecho, 
estos compuestos forman parte del coctail hormonal que se utiliza para inducir la 
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diferenciación de los predipocitos a adipocitos in vitro.  Entre los modelos celulares 
más utilizados en los estudios de diferenciación se encuentran los fibroblastos 
embrionarios de ratón 3T3-L1. En presencia de insulina, dexametasona  e IBMX, las 
células 3T3-L1 pasan a través de varias etapas consecutivas que incluyen la repliación 
del ADN (día 1), que facilita la accesibilidad de los factores de transcripción inductores 
del fenotipo adipocitario, parada del crecimiento (día 2), expresión de marcadores de 
diferenciación tardíos (día 3), incluyendo enzimas lipogénicas y lipolíticas así como 
otras proteínas implicadas en el metabolismo lipídico y, finalmente, acumulación de 
gotas lipídicas (días 4-7) (Ntambi y Young-Cheul, 2000) las cuales, a diferencia de lo 
que ocurre en los adipocitos primarios, no llegan a coalescer para formar una gota 
lipídica única.  
 




Los adipocitos constituyen el principal componente celular del tejido adiposo. 
Los adipocitos del tejido adiposo blanco son células esféricas, con un diámetro de 20-
200 μm, caracterizadas por contener una gran gota lipídica (GL) central y un núcleo 
plano localizado en la periferia celular (Bloor y Symonds, 2014). Los adipocitos están 
programados para sintetizar, almacenar y liberar energía en forma de ácidos grasos 
en respuesta a las demandas energéticas del organismo. Adicionalmente, los 
adipocitos tienen la capacidad de ejercer una fuerte influencia sobre el resto de las 
células del organismo mediante la secreción de adipoquinas (Burcelin, 2013).  
La capacidad de los adipocitos para almacenar y distribuir energía reside en 
su orgánulo intracelular característico, las GLs, que acumulan TAGs, diglicéridos 
(DAGs), fosfolípidos, ácidos grasos no esterificados y colesterol (Murphy, 2001; 
Kuerschner et al., 2008). Estas reservas de energía son utilizadas de forma 
estrictamente regulada a través de varios sistemas coordinados para proporcionar 
una respuesta celular adecuada a los estímulos extracelulares. Así, en condiciones de 
escasez energética y en respuesta fundamentalmente a las catecolaminas, los TAGs 
son rápidamente hidrolizados y los ácidos grasos resultantes son liberados a la 
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circulación para ser transportados hacia otros tejidos, donde son utilizados como 
fuente energética (revisado en Duncan et al., 2007). Tras la ingesta, y en respuesta a 
la insulina, los ácidos grasos procedentes de la dieta son esterificados y los TAGs 
resultantes son almacenados en la GL. A pesar de que la GL ocupa prácticamente todo 
el citosol, los adipocitos también son ricos en orgánulos, que se localizan en la 
estrecha franja periférica que rodea la GL central.  
 
1.1.2.2.2. La membrana del adipocito 
 
La membrana plasmática de las células eucariotas es una estructura con una 
elevada organización, constituida por cientos de especies de lípidos y proteínas 
distribuidos de manera asimétrica en ambos lados de la bicapa (Pomorski et al., 2001; 
Edidin, 2003). Las características biofísicas de los lípidos de membrana, junto con las 
interacciones que se establecen entre ellos y con proteínas asociadas a la misma, de 
forma periférica o integral, permiten la organización y segregación de la membrana 
plasmática en microdominios, como los lipid rafts o balsas lipídicas (Levental y 
Veatch, 2016; Lorent y Levental, 2015). Las balsas lipídicas son microdominios de 
membrana heterogéneos (entre 10 y 200 nm), altamente dinámicos, enriquecidos en 
esfingolípidos y colesterol, y que permiten la organización espacial de diferentes 
procesos celulares (Helms y Zurzolo, 2004; Staubach y Hanisch, 2011). En estos 
dominios, los esfingolípidos se sitúan en la cara externa de la bicapa y se asocian 
lateralmente mediante la interacción de sus grupos polares. Por otra parte, el 
colesterol se sitúa entre las cadenas saturadas de los esfingolípidos, por las que tiene 
mayor afinidad, lo que proporciona rigidez a estos dominios (Lingwood y Simons, 
2010).  Los componentes de los lipid rafts se caracterizan bioquímicamente por su 
resistencia a detergentes, de manera que, tras la solubilización de membranas o 
células con detergentes no iónicos como el Tritón X-100, los lípidos asociados a los 
rafts permanecen insolubles y pueden ser aislados (Ehehalt et al., 2006). También se 
caracterizan por su capacidad de flotación en gradientes de sacarosa, que es el 
método que ha sido tradicionalmente utilizado para el aislamiento y caracterización 
de estos microdominios (Zheng y Foster, 2009). Los lipid rafts están involucrados en 
una variedad de procesos celulares entre los cuales están la transducción de señales 
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en numerosas rutas, la clasificación de proteínas en la endocitosis y exocitosis, la 
organización del citoesqueleto, la transmisión sináptica, apoptosis, adhesión y 
migración celular  (Munro, 2003; Lajoie y Nabi, 2010; Staubach et al., 2011; Varshney 
et al., 2016). De esta manera, se ha asociado la alteración de la estructura y/o función 
de los lipid rafts con el desarrollo de diversas enfermedades, como enfermedades 
neurodegenerativas, aterosclerosis o cáncer (Staubach y Hanisch, 2011; Sonnino et 
al., 2014; Sorci-Thomas y Thomas, 2016). 
Se han descrito diferentes tipos de lipid rafts, entre los que se encuentran los 
denominados CLIC-D (clathrin-independent carriers dynamin-dependent), CLIC-ID 
(clathrin-independent carriers dynamin-independent), los macropinosomas 
dependientes de rafts y, por último, los más conocidos y estudiados, las caveolas 




Las caveolas están presentes en una gran variedad de tejidos y tipos celulares, 
siendo especialmente abundantes en adipocitos y células endoteliales y musculares 
(Hansen et al., 2013; Parton y del Pozo, 2013). Las caveolas son invaginaciones 
generalmente esféricas o en forma de botella de la membrana plasmática, de 50-100 
nm de diámetro, con un alto contenido en esfingolípidos y colesterol (Parton y 
Simons, 2007; Parton y del Pozo, 2013) (Fig. 2 A y B). No obstante, dependiendo del 
estado fisiológico celular, las caveolas pueden adquirir estructuras vesiculares, 
tubulares, en forma de racimo, o una forma plana en ausencia de colesterol (Thomas 
y Smart, 2008; Simons y Gerl, 2010). En particular, las caveolas en adipocitos se 
agrupan formando estructuras de orden superior, las denominadas rosetas o clusters 
de caveolas (Parton y del Pozo, 2013). 
Además de por su morfología característica, una de las diferencias más 
importantes entre las caveolas y el resto de lipid rafts es la presencia de dos 
componentes estructurales característicos: las proteínas caveolinas y las proteínas 
cavinas (Hansen y Nichols, 2010). Respecto a las caveolinas, forman una familia de 
proteínas integrales de membrana que está constituida por tres miembros: 
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caveolina-1 (CAV1), la más abundante de la familia, caveolina-2 (CAV2) y caveolina-3 
(CAV3) (Shvets et al., 2014) 
La presencia de caveolas en las células depende de la expresión de CAV1, que 
define las principales funciones de estos dominios de membrana (Root et al., 2015). 
De hecho, la expresión de CAV1 es suficiente para inducir la formación de caveolas 
en líneas celulares que carecen de estas estructuras, y también para restablecer las 
caveolas en células de ratones knock-out para CAV1 (Fra et al., 1995; Kirkham et al., 
2008; Hansen y Nichols, 2010). CAV1 tiene una amplia distribución, aunque es más 
abundante en adipocitos, células endoteliales, fibroblastos, neumocitos, células 
epiteliales, endoteliales y neuronas (Méndez-Giménez et al., 2014; Shvets et al., 
2014). CAV2 suele co-expresarse con CAV1 y puede formar complejos moleculares 
hetero-oligoméricos con ésta. CAV3 se expresa exclusivamente en células del linaje 
muscular (músculo esquelético y cardiomiocitos) y es esencial para la formación de 




Figura 2. Estructura de caveolas. (A) Imágenes de microscopia electrónica de caveola (Parton y del 
Pozo, 2013). (B) Diagrama representativo de la composición lipídica y proteica de las caveolas. (C) 
Estructura y disposición de la proteína CAV1 en una caveola (tomado de Méndez-Giménez et al., 2014). 
 
Las caveolinas son proteínas integrales de membrana, con cuatro dominios: 
dominio N-terminal, dominio de scaffolding (CSD, residuos 82–101 en CAV1), un 
dominio central transmembrana hidrofóbico (TMD, residuos 102-134 en CAV1), y 
dominio N-terminal (Fig. 2C) (Parton y del Pozo, 2013; Root et al., 2015). El dominio 
transmembrana está compuesto por 2 α-hélices separadas por una región de tres 
residuos con una prolina (P110) que genera un ángulo de ∼50ᵒ entre las dos α-hélices 
(Monier et al., 1995; Root et al., 2015). De esta forma, las caveolinas adquieren una 
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conformación en  horquilla en la bicapa lipídica, quedando expuestos los extremos 
N- y C-terminal hacia la cara citoplasmática (Root et al., 2015) (Fig. 2C). Además, el 
anclaje a la membrana celular de las caveolinas está facilitado por el proceso de 
palmitoilación que, en el caso de CAV1, ocurre en tres residuos de cisteína del 
extremo C-terminal (residuos 133, 143 y 156) (Méndez-Giménez et al., 2014; Root et 
al., 2015). En la región N-terminal se encuentra el dominio de scaffolding, que 
permite la interacción de las caveolinas con otras proteínas, entre otras con 
receptores tirosina quinasa (RTK), la subunidad α de proteínas G, miembros de la 
familia de GTPasas H-Ras y las quinasas Src, los receptores EGF Neu, y la óxido nítrico 
sintasa endotelial (eNOS) (Simons y Toomre, 2000; Thomas y Smart, 2008; Méndez-
Giménez et al., 2014; Root et al., 2015). También se acepta que las caveolinas, como 
CAV1 y CAV3 ayudan a compartimentalizar y regulan señalizadores intracelulares, 
como fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K)/proteína quinasa B (Akt), quinasas 1 y 2 
relacionadas con señal extracelular (ERK1/2), y proteína quinasa C (PKC), entre otras 
(Der et al., 2006; Das et al., 2008; Yang et al., 2016). Inicialmente se propuso que el 
CSD interaccionaba con una secuencia consenso, denominada dominio de unión a 
caveolina (CBD), presente en proteínas que interactúan con caveolinas (Root et al., 
2015). No obstante, resultados de estudios estructurales y bioinformáticos recientes 
sugieren que la presencia de esta secuencia no es indicativa de una interacción 
directa de CAV1 con sus proteínas asociadas (Root et al., 2015). Actualmente se 
acepta que ciertas modificaciones post-transduccionales, como los anclajes de tipo 
glicosil-fosfatidilinositol (GPI), la palmitoilación y la miristoilación permiten localizar 
las proteínas en las caveolas/lipid rafts (revisado en Head et al., 2014). 
En las caveolas, la CAV1 es modificada por la acción de varias enzimas. Por 
ejemplo, la fosforilación de CAV1 se lleva a cabo por PKCα en residuos 
serina/treonina (Mineo et al., 1998), y por la tirosina quinasa c-Src (cellular sarcoma 
proto-oncogen tyrosine kinase) en varios residuos tirosina, siendo Tyr14 el más 
importante. Se ha propuesto que la fosforilación en este residuo regula la endocitosis 
de caveolas, gracias al reclutamiento de dinamina (Lajoie y Nabi, 2007; Shajahan et 
al., 2007). Una vez endocitadas, las caveolas pueden bien fusionarse con endosomas 
tempranos y volver de vuelta a la membrana plasmática o integrarse en cuerpos 
multivesiculares para su degradación (Méndez-Giménez et al., 2014). Por su parte, 
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CAV2, que está presente en caveolas en una proporción 1:2 ó 1:4 respecto a CAV1 
(Scherer et al., 1997; Scheiffele et al., 1998), es fosforilada en las serinas 23 y 36, 
modulando la formación de caveolas dependiente de CAV1 (Sowa et al., 2003; Sowa 
et al., 2008). Adicionalmente, la fosforilación de CAV2 en tirosina 19 por insulina se 
ha asociado con la interacción del receptor de esta hormona con pERK y la 
fosforilación en el residuo tirosina 27 se ha asociado con la activación mantenida del 
receptor de insulina (Kwon et al., 2009; Kwon y Pak, 2009).  
Es importante destacar que CAV1 no solamente se encuentra asociada a 
caveolas. Así, varios estudios han demostrado la translocación de CAV1 desde la 
membrana plasmática a la superficie de las gotas lipídicas, especialmente cuando se 
estimula la lipólisis o cuando las células son expuestas a colesterol o ácidos grasos, ya 
que CAV1 también se une a estos últimos (Ostermeyer et al., 2001; Pol et al., 2004; 
Parton y del Pozo, 2013; Moreno-Castellano et al., 2016a).  
 
1.2.1. Familia de cavinas 
 
La familia de proteínas cavinas está constituida por 4 miembros: cavina-1, 
cavina-2, cavina-3 y cavina-4 (Hansen y Nichols, 2010; Briand et al., 2011). Son 
proteínas periféricas de membrana y específicas de vertebrados, con pesos 
moleculares entre 31 y 60 kDa (Kovtun et al., 2015). Presentan uno o varios dominios 
de cremallera de leucina, que son los responsables de la asociación de cavina-1 y 
cavina-3 a la membrana de caveolas, varios dominios PEST (dominios ricos en prolina, 
ácido glutámico, serina y treonina) implicados en marcar estas proteínas para su 
degradación, y un dominio de unión a fosfatidilserina, que se ha propuesto que 
participa en el reclutamiento de las cavinas a la membrana plasmática (revisado en 
Kovtun et al., 2015). Todos los miembros de esta familia interaccionan entre sí para 
formar complejos multiméricos que se asocian con las caveolas a nivel de la 
membrana plasmática, de manera que participan en la fase final de la biogénesis de 
caveolas (Hayer et al., 2010). Las cavinas, junto con las caveolinas, constituyen el 
denominado complejo de cubierta de las caveolas (complejo 80S), cuya 
estequiometría se ha propuesto que corresponde a 12 caveolinas y 3 cavinas-1, y 1 
cavina-2 o cavina-3 (Shvets et al., 2014). En conjunto, un complejo de cubierta 
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comprendería 150–200 moléculas de caveolina y aproximadamente 50 de cavinas 
(Gambin et al., 2013), mientras que se ha propuesto que una caveola contendría 
aproximadamente 200.000 moléculas de colesterol (Ortegren et al., 2004).  
Cavina-1, inicialmente denominada PTRF (Polimerase I and transcript release 
factor), tiene una expresión ubicua, similar a la de CAV1, con altos niveles de 
expresión en adipocitos, pulmón, corazón y colon (revisado en Kovtun et al., 2015; 
Nassar et al., 2015). Cavina-1 que, como CAV1, forma homo-oligómeros, colabora con 
ésta en el ensamblaje y mantenimiento de las caveolas (Méndez-Giménez et al., 
2014; Kovtun et al., 2015; Nassar et al., 2015). La ausencia de cavina-1 genera la 
desaparición de las caveolas y la pérdida de expresión proteica de las tres isoformas 
de CAV1 (Méndez-Giménez et al., 2014; revisado en Kovtun et al., 2015; Nassar et al., 
2015). Concretamente, los ratones carentes de cavina-1 presentan, como los CAV1-
KO, menos tejido adiposo y dislipemia y sus adipocitos, más pequeños, son 
insensibles a señales lipolíticas (Méndez-Giménez et al., 2014). Cavina-2, que es 
abundante en tejido adiposo y pulmón, participa en la generación de la curvatura de 
la membrana en las caveolas (Méndez-Giménez et al., 2014; Kovtun et al., 2015; 
Nassar et al., 2015). Por su parte, cavina-3 participa en la organización de caveolas 
que geman de la membrana y en el tráfico intracelular de caveolas (McMahon et al., 
2009). Por último, cavina-4 es específica de músculo esquelético y cardíaco, por lo 
que se denominó inicialmente como MURC (muscle-restricted coiled-coil protein). Se 
ha propuesto que cavina-4 ayuda a reclutar ERK1/2 a las caveolas en respuesta a 
estimulación α1-adrenérgica (Ogata et al., 2014).  
 
1.2.2. Otros componentes de las caveolas 
 
Además de caveolinas y cavinas, muy recientemente se ha descrito la 
presencia de otros componentes de las caveolas que, aunque no son esenciales para 
la formación de estos compartimentos, participan en la red proteica que define la 
morfología, dinámica y endocitosis de las caveolas (Kovtun et al., 2015; revisado en 
Shvet et al., 2015). Entre estas proteínas, que se concentran sobre todo en la parte 
del cuello de la caveola, está la dinamina, una GTPasa que participa en la 
22 
 
                         INTRODUCCIÓN 
  
   
 
estrangulación de las vesículas de endocitosis, y una ATPasa de tipo dinamina que 
participa en la endocitosis, EHD2, así como PACSIN2 (también denominada 
syndapin2), que contiene un dominio de unión/curvado a curvaturas de membrana 
(dominio F-BAR) y participa en la morfogénesis de estas estructuras (Kovtun et al., 
2015; Shvet et al., 2015). 
Además de las proteínas citadas, otros componentes de las caveolas lo 
constituyen elementos del citoesqueleto y, concretamente, filamentos de actina 
cortical, que son particularmente abundantes en la región del cuello de las caveolas, 
donde también se localizan proteínas de unión a actina, tales como las proteínas 
ezrin-radixin- moesin (ERM), talina o filamina, que interacciona con CAV1 (Foti et al., 
2007). El citoesqueleto de actina por debajo de la membrana plasmática regula la 
integridad de las caveolas y el movimiento de CAV1 en la superficie celular (Sverdlov 
et al., 2009). Mediante estudios de tomografía por microscopía electrónica en varios 
tipos celulares, incluyendo adipocitos 3T3-L1, se ha observado que las caveolas de 
una célula están interconectadas entre sí a través del citoesqueleto de actina y 
microtúbulos corticales (Richter et al., 2008). De hecho, se ha propuesto que la 
formación de agrupaciones (clusters) de caveolas/lipid rafts depende del colesterol y 
la unión (tethering) de actina a la membrana (Head et al., 2014). Finalmente, en 
estudios recientes de nuestro laboratorio hemos demostrado que un miembro de la 
familia de las septinas, que se consideran como el cuarto elemento del citoesqueleto, 
septina 11, se localiza en caveolas e interacciona con CAV1 (Mostowy y Cossart, 2012) 
formando estructuras en forma de anillo que colocalizan con las rosetas de caveolas 
(Moreno-Castellanos et al., 2016b). Estos resultados y datos de estudios funcionales 
han llevado a proponer un papel de esta proteína del citoesqueleto en el 
mantenimiento de la función de las caveolas como plataformas de señalización de la 
insulina y del tráfico de lípidos en adipocitos (Moreno-Castellanos et al., 2016b).   
 
1.2.3. Funciones de las caveolas 
 
Las caveolas cumplen una gran variedad de funciones, incluyendo su 
participación en procesos de transducción de señales, endocitosis, invasión de 
patógenos, apoptosis, tráfico de lípidos, homeostasis del colesterol, proliferación, y 
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mecanotransducción (Frühbeck et al., 2007; Parton y Simons, 2007; Parton y del 
Pozo, 2013; Méndez-Giménez et al., 2014; Shvets et al., 2014; Cheng y Nichols, 2016; 
Han et al., 2016).  
Inicialmente su función fue asociada al transporte vesicular de solutos en 
células endoteliales, mediante el proceso de transcitosis (Stan, 2002). 
Posteriormente se ha visto que, además de participar en procesos de transporte, 
también constituyen una vía de entrada para virus y bacterias (Pelkmans, 2005), para 
componentes de membrana como glicoesfingolípidos, o para el colesterol, 
participando en el transporte del mismo entre distintos compartimentos 
intracelulares (Smart et al., 1996; Pol et al., 2005). Por ello, las caveolas funcionan 
como sensores y reguladores de la homeostasis celular y participan en el control de 
la composición de lípidos y la incorporación de ácidos grasos a través de la membrana 
plasmática (Parton y Simons, 2007; Parat, 2009; Parton y Del Pozo, 2013). De hecho, 
como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de caveolas por pérdida y/o 
mutaciones de CAV1 y/o cavina-1 produce lipodistrofia (Méndez-Giménez et al., 
2014; Shvets et al., 2014). En particular, en las caveolas se localiza el transportador 
de ácidos grasos de cadena larga y de colesterol, FAT/CD36, que se asocia a CAV1, así 
como proteínas transportadoras de ácidos grasos que catalizan la esterificación 
dependiente de ATP de ácidos grasos de cadena muy larga  (FATP1, FATP4) 




Figura 3. Entrada de ácidos grasos a través de su unión a CD36 en caveolas. Los ácidos grasos difunden 
lateralmente en la membrana plasmática y a través de un mecanismo de flip-flop llegan a la cara 
interna de la membrana donde son esterificados por la proteína transportadora de ácidos grasos 
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Adicionalmente, las caveolas participan en procesos de adhesión y migración 
celular (Parat, 2009). De hecho, en células migratorias la distribución de caveolinas y 
caveolas difiere del resto de células, y se ha demostrado que las caveolas se localizan 
en la interfaz entre el citoesqueleto y la matriz extracelular en las adhesiones focales 
(Echarri et al., 2007). Por otro lado, en células endoteliales y de músculo liso las 
caveolas actúan como mecanosensores (Parton y Simons, 2007; Parton y Del Pozo, 
2013). Respecto a su función en la mecanotransducción, se ha propuesto que las 
caveolas/lipid rafts pueden servir como plataformas para el amarraje del 
citoesqueleto y para la comunicación con la matriz extracelular vía integrinas y otras 
moléculas de adhesión celular (Head et al., 2014).  
Por último, las caveolas constituyen plataformas moleculares que permiten la 
concentración e interacción de un número importante de componentes de las vías 
de señalización intracelular, como los receptores asociados a proteínas G, receptores 
de factores de crecimiento (EGF-R, VEGF-R), o el receptor de insulina (IR), el 
transportador de glucosa Glut4, proteínas de unión a GDP/GTP como H-Ras o eNOS, 
tirosina quinasas (Fyn, Src), serina/treonina quinasas (Raf, MAPK, PKA, PI3K, o PKC), 
o proteínas adaptadoras (Shc, Grb2) (Williams y Lisanti, 2004; Lamaze y Torrino, 
2015). Gran parte de estas interacciones ocurren a través del dominio de scaffolding 
de CAV1, dando lugar a la regulación, positiva o negativa, de las proteínas diana. En 
el caso particular de los adipocitos, se ha demostrado que el IR y varios intermediarios 
de las rutas de transducción que se activan a través de este receptor (CAP-Cbl, TC10, 
componentes del exocisto), se localizan en caveolas y que la disrupción de éstas 
últimas o la eliminación del IR en las mismas, altera o elimina la señalización mediada 
por insulina (Kanzaki, 2006; Foti et al., 2007; Frühbeck et al., 2007). Más aún, la 
interacción de CAV1 con el IR provoca la estimulación de su actividad tirosina quinasa 
(Yamamoto et al., 1998). Aunque existe una cierta controversia, existen estudios que 
apoyan que el transportador de glucosa GLUT4 se transloca tras la estimulación con 
insulina, al menos parcialmente, a caveolas, en las que también se produce su 
endocitosis posterior (Yuan et al., 2007). Adicionalmente, el tratamiento con insulina 
también provoca que el IR se internalice en caveolas y colocalice con CAV1 fosforilada 
en Y14, proceso necesario para que se produzca la endocitosis de las caveolas 
(Fagerholm et al., 2009).  En esta línea, los ratones CAV1-KO presentan una 
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importante reducción en los niveles proteicos del IR, de GLUT4 y de la captación de 
glucosa, lo que está acompañado, como se ha mencionado, por una morfología 
atípica de los adipocitos y la alteración de la arquitectura de las gotas lipídicas (Cohen 
et al., 2004; Le Lay y Kurzchalia, 2005; Wunderlich et al., 2006; Albinsson et al., 2007). 
 
1.3. Regulación del metabolismo en adipocitos 
 
Como se mencionó anteriormente, el tejido adiposo almacena la energía en 
forma de TAGs en las GLs (i.e., lipogénesis), que posteriormente serán hidrolizados 
en ácidos grasos y glicerol en situaciones de demanda energética (lipólisis) (Fig. 4). 
Los procesos de almacenamiento y movilización de energía en los adipocitos está 
controlado por un complejo sistema multifactorial, en el que la insulina y las 
catecolaminas juegan un papel fundamental (Moro et al., 2004; Czech et al., 2013; 




Figura 4. Esquemas de los procesos de lipogénesis y lipólisis. Ácidos grasos libres, FFA; ácidos grasos 
unidos a CoA, FFA-CoA; glicerol-3-fosfato, G3P; glicerol-3-fosfato aciltransferasa, GPAT; acilCoA 
acilglicerol-3-fosfato aciltransferasas, AGPAT; ácido fosfatídico, PA; fosfohidrolasa, PAP2; 
monoglicéridos, MGL diglicéridos, DAG; diacilglicerol aciltransferasa, DGAT; triglicéridos, TAG; 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; PEPCK; ATP-citrato liasa, ACLY; acetil-CoA carboxilasa, ACC; sintasa 
de ácidos grasos, FAS; lipasa de triglicéridos del tejido adiposo ATGL; lipasa sensible a hormonas, HSL. 
Modificado de Saponaro et al., 2015. 
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La insulina es la hormona anabólica más importante que actúa sobre el  tejido 
adiposo. Promueve el almacenaje y la síntesis de carbohidratos, lípidos y proteínas e 
inhibe su degradación (Saltiel y Kahn, 2001). La insulina estimula el proceso de 
diferenciación de pre-adipocitos en adipocitos.  En adipocitos, la insulina estimula la 
captación de ácidos grasos y de glucosa, siendo esta última utilizada para la síntesis 
del glicerol necesario para la esterificación y almacenamiento de los ácidos grasos en 
forma de TAGs (Ducharme y Bickel, 2008; Krahmer et al., 2013). Por otro lado,  la 
insulina es un potente inhibidor de la lipolisis, lo que favorece de forma indirecta el 
almacenamiento de lípidos y disminuye los niveles circulantes de ácidos grasos 
(Czech et al., 2013). 
La unión de la insulina a su receptor (IR) provoca su autofosforilación y 
activación, lo que conduce a la unión y fosforilación mediada por este receptor 
tirosina quinasa de los sustratos del receptor de insulina (IRS), y de los adaptadores 
Cbl y Shc (Pessin y Saltiel, 2000; White, 2003). Las proteínas IRS poseen hasta 20 sitios 
potenciales de fosforilación en tirosina  que, al ser activados por el IR, sirven de sitios 
de unión para proteínas efectoras intracelulares con dominios SH2 (Src homology 2), 
tales como la proteína Grb2, las Tyr quinasas citoplasmáticas Fyn y Csk, y la subunidad 
reguladora (p85) de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). La interacción de IRS 
fosforilado y Shc con Grb2 activa la ruta Ras/MAPK, que media los efectos 
mitogénicos de la insulina (Bevan, 2001). Por su parte, la interacción entre dos 
dominios SH2 de la subunidad p85 de la PI3K y el IRS fosforilado induce el 
reclutamiento y activación de la subunidad catalítica (p110) de PI3K, dando lugar 
entonces a la formación de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) a partir del PIP2 
presente en la membrana plasmática.  Esto crea sitios de reconocimiento para 
proteínas con dominios de tipo pleckstrina (PH), como las quinasas de 
serina/treonina PDK1 y Akt/proteína quinasa B (PKB) (Kanzaki, 2006; Pessin y Saltiel, 
2000). Esto facilitado la interacción de Akt con sus reguladores, PDK1 y el complejo 
mTOR-Rictor (Hresko y Mueckler, 2005; Kanzaki, 2006), lo que provoca la 
fosforilación de Akt en Thr-308 y Ser-473, respectivamente, y su activación (Fig. 5).  
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La quinasa Akt es el principal mediador de las acciones metabólicas de la 
insulina. Entre las dianas de la Akt está AS160/ TBC1D4, una proteína activadora (i.e., 
Rab GAP; ver apartado 1.10.) de las GTPasas de bajo peso molecular, Rab (Manning y 
Cantley, 2007; Sano et al., 2007). Concretamente, la fosforilación de AS160 mediada 
por Akt provoca la activación de su actividad GAP, lo que conlleva la activación de 
varias proteínas Rab relacionadas con el tráfico del transportador de glucosa GLUT4 
hacia la membrana plasmática (Kanzaki, 2006; Tan et al., 2012). Por otro lado, Akt 
también actúa sobre la proteína tuberina (TSC2), que forma entonces un complejo 
con hamartina (TSC1), y el complejo TSC1/2 resultante provoca la activación del 
complejo mTOR-Raptor (mTORC1) (Huang y Manning, 2009). A su vez, complejo 
mTORC1 estimula la lipogénesis y el almacenamiento de lípidos en adipocitos, 
además de suprimir la lipolisis mediante su efecto inhibidor sobre la  expresión de la 
lipasa asociada a las GLs, ATGL/desnutrina (Chakrabarti et al., 2010). 
  
 
Figura 5. Señalización intracelular de la insulina. La insulina estimula a nivel intracelular diferentes 
rutas de señalización que activan, entre otras funciones, la actividad lipogénica celular, la captación 
de glucosa, la síntesis de proteínas y diferenciación celular, además de inhibir la actividad lipolítica 
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Respecto a su acción estimuladora de la lipogénesis, entre otras acciones, la 
insulina estimula la entrada de ácidos grasos en los adipocitos en un proceso que está 
mediado por FAT/CD36 (Lafontan, 2008), que se acumula en caveolas especialmente 
en respuesta a insulina (Thompson et al., 2010). Una vez en el interior, los ácidos 
grasos son activados mediante su esterificación con coenzima A (CoA), en un proceso 
mediado por las acil-CoA sintasas (ACS; ACSL1, ACSL3 y ACSL4) (Ellis et al., 2010). Los 
ácidos grasos activados son procesados por dos enzimas ubicadas en el retículo 
endoplásmico,  la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), que genera el sustrato de 
la sn-1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasa (AGPAT), el ácido lisofosfatídico, dando 
lugar a ácido fosfatídico. Finalmente, la fosfatasa del ácido fosfatídico (PAP/lipin) 
cataliza la formación de DAGs que, mediante  la acción de las enzimas 
diacilglicerolaciltranferasas (DGAT), darán lugar a los TAGs que se almacenan en las 
GLs. 
La formación de mono-, di- y triglicéridos (MAG, DAG y TAG, respectivamente) 
requiere glicerol, concretamente glicerol-3-fosfato (G3P), para la esterificación 
sucesiva de los ácidos grasos. En adipocitos, el G3P puede ser sintetizado por dos 
procesos. Por una parte, a partir de la glucosa captada en respuesta a insulina; 
concretamente, uno de los intermediarios de la ruta glucolítica, dihidroxiacetona-3-
fosfato (DHAP), se reduce a G3P mediante la acción de la enzima glicerol-3-fosfato 
dehidrogenasa. Por otra parte, tanto la DHAP como el G3P pueden sintetizarse a 
partir de sustratos como piruvato, aminoácidos o intermediarios del ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos (TCA) mediante el proceso de gliceroneogénesis, que ocurre en 
tejido adiposo e hígado en periodos de ayuno como fuente para la síntesis de TAGs 
(Hanson y Reshef, 2003). Este mecanismo sirve además para la re-esterificación de 
los ácidos grasos derivados de la lipolisis, lo que en tejido adiposo humano puede 
suponer hasta el 40% (Reshef et al., 2003). El G3P producido por alguna de estas vías 
es esterificado y acilado, tanto en el retículo endoplásmico como en la mitocondria, 
para dar ácido lisofosfatídico y ácido fosfatídico, que es finalmente utilizado para la 
síntesis de TAGs (Franckhauser et al., 2002; Owen et al., 2002). En la gliceroneogénesis 
juega un papel fundamental la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), 
cuya eliminación en el tejido adiposo se asocia con el desarrollo de lipodistrofia 
(Franckhauser et al., 2002).  
29 
 
                         INTRODUCCIÓN 
  
   
 
1.5. Lipogénesis de novo 
 
Además de a partir de los ácidos grasos de la dieta, la síntesis de TAGs puede 
producirse mediante el proceso de lipogénesis de novo. Este proceso, que 
habitualmente se ha asociado al hígado tras la ingesta de dietas ricas en 
carbohidratos, ocurre también en el tejido adiposo (Lodhi et al., 2011; Ameer et al., 
2014; Saponaro et al., 2015). En esta ruta, el ácido cítrico producido en el TCA  es 
convertido, por la acción de la enzima ATP-citrato liasa (ACLY), a acetil-CoA que, a su 
vez, genera malonil-CoA mediante la enizma  acetil-CoA carboxilasa (ACC/ACACA). 
Por último, malonil-CoA es el sustrato de la sintasa de ácidos grasos (FAS) para la 
generación de ácidos grasos, palmitato en particular, a partir del cual se producen 
otros ácidos grasos por diferentes mecanismos (i.e.,  ácido esteárico por elongación 
del palmitato, y ácido palmitoleico y ácido oleico por desaturación del ácido palmítico 
y esteárico, respectivamente) (Fig. 6) (Lodhi et al., 2011; Saponaro et al., 2015). En 
presencia de glucosa, se produce la inducción de los enzimas lipogénicos mediante la 
activación de los factores de transcripción SREBP-1 (sterol regulatory element-
binding protein-1) (en respuesta a insulina) y ChREBP (carbohydrate responsive 
element-binding protein) (Ameer et al., 2014). 
 
Figura 6. Regulación nutricional y hormonal de la síntesis de novo de ácidos grasos en tejido adiposo 
(izquierda) e hígado (derecha). LDN, lipogénesis de novo; SREBP-1, proteína de unión del elemento 
regulador de esterol-1; ChREBP, proteína de unión del elemento sensible a carbohidratos; AGP, ácidos 
grasos poliinsaturados; +, baja estimulación; ++, alta estimulación; -, disminución transcripcional; μ, 
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La lipolisis es una ruta catalítica que promueve la movilización de energía 
desde el tejido adiposo hasta tejidos periféricos en respuesta a la demanda de 
energía. Este proceso está regulado por varias señales hormonales, principalmente 
catecolaminas y péptidos natriuréticos (revisado en Malagón et al., 2013; Frühbeck t 
al., 2014). 
La lipolisis es el proceso por el cual los TAGs son hidrolizados, resultando en 
ácidos grasos y glicerol que son liberados a la circulación. La hidrólisis de los TAGs se 
lleva a cabo en varios pasos mediante la acción de lipasas (Fig.7). El primer paso se 
lleva a cabo por la lipasa de triglicéridos de tejido adiposo (ATGL o desnutrina), que 
hidroliza los TAGs generando DAGs y liberando un ácido graso (Ducharme y Bickel, 
2008). Posteriormente, los DAGs son convertidos en MAGs por acción de la lipasa 
sensible a hormonas (HSL), lo que genera un nuevo ácido graso. Finalmente, los MGL 
son completamente hidrolizados por acción de la enzima lipasa de monoglicéridos 
(MGL), generando un nuevo ácido graso y glicerol (Fredrikson et al., 1986; Frühbeck 
et al., 2014). 
Las catecolaminas, tras su unión a receptores β-adrenérgicos, acoplados a 
proteínas Gs, activan la adenilato ciclasa (AC), que aumenta los niveles intracelulares 
de AMPc y, con ello, activan la proteína quinasa A (PKA) (Razani y Lisanti, 2001) que, 
entre otros sustratos, fosforila una de las proteínas asociadas a las gotas lipídicas 
(GLs), la perilipina-1 (PLIN1) la cual, en condiciones basales está unida a la proteína 
CGI-58, que es un coactivador de la ATGL. La liberación de CGI-58 tras la fosforilación 
de PLIN permite su interacción con la ATGL, que puede así actuar sobre los TAGs 
almacenados en las GLs (Granneman et al., 2007; Yamaguchi et al., 2007; Nielsen et 
al., 2014; Frühbeck et al., 2014). Además, la PKA fosforila también a la HSL que 
entonces se transloca, junto con la chaperona de lípidos FABP4, desde el citosol a la 
superficie de las GLs, donde interacciona con PLIN1 y promueve la hidrólisis de los 
lípidos almacenados en éstas (Brasaemle et al., 2000; Smith et al., 2007). 
La lipolisis se detiene mediante la hidrólisis de AMPc por fosfosdiesterasas, lo 
que hace que CGI-58  se disocie de ATGL y se una a PLIN1, además de promover la 
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vuelta de HSL al citosol (Lafontan y Langin, 2009). En este contexto, la acción anti-
lipolítica de la insulina  reside en la activación vía Akt de la fosfodiesterasa 3B (PDE), 
reduciendo con ello los niveles de AMPc inducidos por catecolaminas (Lafontan y 
Langin, 2009). Además, la insulina también actúa sobre la proteína fosfatasa 1, que 
desfosforila la HSL (Jaworski et al., 2007). 
 
1.7. Gotas lipídicas 
 
Las GLs son estructuras complejas y altamente dinámicas que, como se 
mencionó anteriormente, tienen un papel central en la gestión de los recursos 
energéticos (Fujimoto y Parton, 2011; Thiam et al., 2013). Además, cumplen otras 
muchas funciones, incluyendo el almacenamiento y degradación de proteínas, la 
producción de moléculas derivadas de lípidos, la síntesis de membranas, la 
replicación viral o la protección frente a bacterias (Ducharme y Bickel, 2008; Fujimoto 
et al., 2008; Kohlwein et al., 2013; Barbosa et al., 2015; Kory et al., 2016). Por otra 
parte, los lípidos neutros almacenados en las GLs proporcionan un tampón que 
permite el flujo de energía y constituyen además un depósito de los precursores de 
los lípidos de membrana. El exceso o la deficiencia de almacenaje de lípidos neutros 
en las GLs está relacionado con el desarrollo de enfermedades metabólicas como la 
lipodistrofia, la enfermedad de hígado graso no-alcohólico (NAFLD), ateroesclerosis, 
y obesidad/diabetes tipo 2 (T2D)  (Guilherme et al., 2008; Krahmer et al, 2013; Konige 
et al., 2014; Kory et al., 2016).  
Las GLs, que se encuentran presentes en muchos tipos celulares, tienen forma 
redondeada y diámetro variable, que puede alcanzar hasta 100 μm en adipocitos 
blancos. Las GLs están constituidas por un núcleo de lípidos neutros, como se 
mencionó anteriormente, principalmente TAGs (en adipocitos blancos), ésteres de 
colesterol, ésteres de retinol y colesterol (Fujimoto y Parton, 2011; Walther y Farese, 
2012; Thiam et al., 2013). Este núcleo hidrofóbico está rodeado por una monocapa 
de fosfolípidos a la que se asocian una gran variedad de proteínas, más de 300 
atendiendo a los estudios proteómicos de GLs aisladas (Brasaemle et al., 2004; 
Olofsson et al., 2008; Fujimoto y Parton, 2011; Reue et al., 2011; Walther y Farese, 
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2012; Yang et al., 2012; Na et al., 2013; Rabanal-Ruiz, 2014). Entre éstas, hay 
proteínas proteínas responsables de la activación de los ácidos grasos, como ACSL3, 
así como el resto de enzimas que completan la ruta de síntesis de TAGs (GPAT4, 
AGPAT3, PAP y DGAT2) (Kuerschner et al., 2008; Stone et al., 2009; Wang et al., 2011; 
Wilfling et al., 2013). Las GLs tienen también asociadas a su cubierta las lipasas HSL y 
ATGL cuya actividad, como se ha descrito anteriormente, está regulada por PLIN1. 
PLIN1 forma parte de una familia, las perilipinas o PLIN1-5 (anteriormente 
denominadas perilipina 1, ADRP, TIP47, S3-12 y OXPAT) (Kimmel et al., 2010; Konige 
et al., 2014; Sztalryd y Kimmel, 2014; Kimmel y Sztalryd; 2016). 
Entre ellas, sólo PLIN1 (o PLIN) se asocia a las GLs de forma constitutiva 
(Wolins et al., 2006). En concreto, PLIN se expresa en tejido adiposo (blanco y 
marrón) y células estroidogénicas  y regula tanto la lipogénesis como la lipolisis 
(Kimmel y Sztalryd, 2016). En particular, promueve la lipogénesis en condiciones 
basales porque protege a las GLs de la acción de las lipasas mientras que, como se ha 
comentado en apartados anteriores, tras su fosforilación inducida por la estimulación 
de la lipólisis, permite el acceso de las lipasas a las GLs y la hidrólisis de los TAGs 
almacenados en éstas (Kimmel y Sztalryd, 2016).   
Respecto al resto de perilipinas, que se asocian a las GLs en respuesta a 
estímulos, PLIN2 y PLIN3 presentan una distribución tisular amplia, mientras que 
PLIN4 se expresa en adipocitos, cerebro, corazón, y músculo esquelético, y PLIN5 está 
en tejidos con alta actividad de oxidación de ácidos grasos, como corazón, TAM y 
músculo esquelético (revisado por Kimmel y Sztalryd, 2016). En relación a sus 
funciones, PLIN2 y PLIN3 regulan la hidrólisis de los lípidos almacenados en GLs de 
células no adipocitarias; concretamente, PLIN2 protege del acceso de ATGL-CGI-58 a 
las GLs, reduciendo la lipólisis basal, y junto con PLIN3, actúan como barrera 
impidiendo la fusión de las GLs con autofagosomas (revisado por Kimmel y Sztalryd, 
2016).  Se ha propuesto que PLIN5 también protege de la lipólisis interfiriendo en la 
interacción entre ATGL y su activador CGI-58. Por su parte, se ha propuesto que PLIN4 
promueve el almacenamiento de lípidos y estabilización de las GLs en formación 
(Brasaemle, 2007). Esta última perilipina, junto con PLIN2, que también se asocia a 
las GLs en formación, son sustituidas por PLIN1 durante el crecimiento y maduración 
de éstas (Wolins et al., 2005). 
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Además de perilipinas, las GLs también tienen asociadas las proteínas de la 
familia CIDE (cell death-inducing DFFA-like effector), que presentan regiones de 
homología con PLIN1: Cidea, expresada fundamentalmente en adipocitos marrones, 
Cideb en hígado, y Cidec/Fsp27 en adipocitos blancos (revisado en Konige et al., 
2014). Se ha demostrado que esta última regula tanto la lipolisis basal como la 
estimulada entre otros mecanismos mediante su interacción con ATGL, inhibiendo la 
acción lipolítica de esta enzima y promoviendo así el almacenamiento de TAGs (Grahn 
et al., 2014). Además, Fsp27 y Cidea promueven la agrupación de GLs, localizándose 
en los puntos de contacto entre GLs y facilitando así la transferencia de lípidos desde 
las GLs más pequeñas a las GLs más grande, con un crecimiento neto del tamaño de 
las GLs (Konige et al., 2014; Barneda et al., 2015). 
Otras proteínas presentes en la cubierta de las GLs incluyen enzimas 
relacionadas con la síntesis de fosfolípidos, como ACSL1 y CCTα (Krahmer et al., 2011; 
Pol et al., 2014). De todas formas, las GLs requieren del suministro de fosfolípidos y/o 
sus intermediarios sintetizados en otros orgánulos, como el retículo endoplásmico y 
las mitocondrias (fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina) y los peroxisomas (éter-
lípidos) (Bartz et al., 2007; Penno et al., 2013; Pol et al., 2014).  
De hecho, en las células se establece una interacción física y cooperativa entre 
las GLs y estos orgánulos celulares para la síntesis de los fosfolípidos que forman la 
cubierta de las GLs así como para facilitar otras funciones compartidas, que se 
desglosan en los siguientes apartados (Walther y Farese, 2012; Barbosa et al., 2015; 
Gao y Goodman, 2015; Kory et al., 2016). Estas interacciones, y el propio transporte de 
las GLs, está mediado por diversos tipos de proteínas asociadas a la cubierta de estos 
orgánulos, incluyendo componentes del citoesqueleto, GTPasas de las familias Rab y Arf y 
proteínas SNARE (Barbosa et al., 2015; Gao y Goodman, 2015; Kory et al., 2016). 
 
1.7.1. Relación de las gotas lipídicas con otros orgánulos celulares 
 
1.7.1.1. Retículo endoplasmático 
 
Entre las interacciones de las GLs con otros orgánulos destaca la que 
establecen con el retículo endoplásmico, ya que este último es el orgánulo a partir 
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del cual se originan las GLs (Fig. 7) (revisado en Ploegh, 2007; Pol et al., 2014; Barbosa 
et al., 2015; Hashemi y Goodman, 2015; Kory et al., 2016; Mishra et al., 2016). Se han 
propuesto varios modelos de formación de GLs a partir del RE. El más aceptado 
propone que los lípidos neutros sintetizados mediante las enzimas residentes en el 
retículo endoplásmico se acumulan entre las dos capas de la bicapa lipídica en 
dominios especializados de este orgánulo, produciéndose la curvatura de la capa 
citosólica del RE y la formación final de una gota que emerge a partir de dicho lado 
de la membrana (Hashemi y Goodman, 2015; Pol et al., 2014). En este proceso 
intervienen fosfolípidos y proteínas específicas, como PLIN3, que se une a las GLs en 
crecimiento sobre la superficie del RE y parece promover o estabilizar la curvatura de 
la capa citosólica del RE, DGAT2, que trafica entre el RE y las GLs, o seipin, que 
interacciona y activa a GPAT (Hashemi y Goodman, 2015; Pagac et al., 2016).  
 
 
Figura 7. Formación de las GLs  a partir de zonas especializadas del RE donde se acumulan los TAGs, 
empezando como GL nacientes hasta formar una GL madura. Tomado de Pol et al., 2014. 
 
Una cuestión aún no resuelta totalmente es si las GLs se forman en sitios 
concretos del RE o al azar (Hashemi y Goodman, 2015).  En estudios de adipogénesis 
se ha observado que las GLs se forman habitualmente en la periferia, donde el 
retículo está más disperso, y posteriormente migran hacia el núcleo (Pol et al., 2014). 
Mediante el uso de construcciones de secuencias de destino al RE y a GLs, se ha 
observado que éstas se concentran formando puncta sobre regiones concretas del 
RE, donde se acumulan los lípidos tras la exposición de las células a ácidos grasos (i.e., 
ácido oleico) formando las denominadas pre-GLs que contienen la acil-CoA sintasa 
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ACSL3 (Kassan et al., 2013). Se ha propuesto que este proceso está controlado por 
los lípidos (como diacilglicerol) y proteínas (como FIT2, que se une TAGs) de la 
membrana del RE y por factores citosólicos, como PLIN2 y PLIN3, que facilitan la salida 
de las GLs actuando como coatómeros (Pol et al., 2014; Hashemi y Goodman, 2015).  
Finalmente, las pre-GLs forman GLs maduras presumiblemente gracias a la acción de 
seipin, que organiza un complejo molecular en el RE que  permite la transferencia de 
los TAGs al  interior de las GLs en crecimiento (Wang et al., 2016).   
Una vez formadas, las GLs pueden aumentar de tamaño bien  mediante la 
síntesis de TAGs en la propia GL, ya que las GLs presentan varias enzimas lipogénicas 
asociadas a su superficie (ver apartado 3), originando las denominadas GLs en 
expansión (Kory et al., 2016), o bien mediante la fusión de GLs que van gemando 
desde el RE o la transferencia de lípidos de unas GLs a otras mediante la acción de 
Fsp27 (Walther y Farese, 2012; Barbosa et al., 2015; Kory et al., 2016). Se ha 
postulado que, una vez formadas, las GLs se mantienen unidas al RE de manera 
constante a través de puentes membranosos que permiten el intercambio de lípidos 
(incluidos fosfolípidos) y proteínas entre ambos compartimentos, como GPAT4 y 
DGAT2, que contienen motivos de tipo horquilla que permiten su inserción en 
membrana (Jacquier et al., 2011; Kory et al., 2016) (Fig. 8). La formación de estos 
puentes membranosos parecen depender de la maquinaria Arf1/COPI (ver más 
adelante) (Wilfling et al., 2014; Kory et al., 2016). No obstante, algunas enzimas como 
GPAT4 sólo trafican desde el RE a una subpoblación de GLs, por lo que 
presumiblemente no todas estarían directamente conectadas con el RE, aparte del 
hecho de que las GLs viajan en el citosol a través de la red de citoesqueleto y, por 
tanto, independientemente del RE (Hashemi y Goodman, 2015). De todas formas, 
todos los estudios llevados a cabo hasta el momento demuestran que las GLs están 
siempre más o menos próximas a las membranas del RE.  
Aparte de a través de puentes membranosos entre RE-GLs, se han propuesto 
otras vías de transporte de las proteínas a la superficie de las GLs (Kory et al., 2016).  
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Figura 8. Mecanismos por los cuales las proteínas pueden alcanzar la superficie de las GLs o 
membranas adyacentes. RE, retículo endoplásmico; GL, gota lipídica. Tomado de Walther y Farese, 
2012. 
 
Así, las GLs pueden recibir proteínas del RE a través de transporte vesicular 
(Walther y Farese, 2012; Hashemi y Goodman, 2015; Kory et al., 2016). En concreto, 
se ha observado que COPI, que forma la cubierta de las vesículas que atraviesan el 
aparato de Golgi y retornan proteínas cargo al retículo endoplásmico (i.e., transporte 
retrógrado), es importante para la llegada de la lipasa ATGL a las GLs, en un proceso 
que parece depender de la GTPasa Arf1 y su activador GBF1 (Soni et al., 2009; Ellong 
et al., 2011). Las vesículas transportadoras de estas proteínas procederían de los 
sitios de salida del RE (ER exit sites) (Walther y Farese, 2012). Más aún, se ha visto 
que COPI y Arf1 podrían estar involucrados en el tráfico de proteínas desde las GLs a 
otros orgánulos (Hashemi y Goodman, 2015). 
Finalmente, algunas proteínas de las GLs parecen alcanzarlas directamente 
del citosol, como es el caso de las perilipinas, CCTα o Cidea, que se insertan a las GLs 
mediante hélices anfipáticas, mediante anclajes lipídicos, como Rab18, o bien 
interaccionan con otras proteínas ancladas a las GLs, como HSL y PLIN1   (Walther y 




Las mitocondrias cumplen varias funciones relacionadas con el metabolismo 
lipídico. En primer lugar, catalizan la β-oxidación de ácidos grasos de cadena media y 
larga para obtener acetil-CoA, que es utilizado para la producción de ATP y como 
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sustrato para otras reacciones anabólicas (Schrader y Yoon, 2007). Además, las 
mitocondrias llevan a cabo la reacilación de ácidos grasos y participan en la síntesis 
de fosfolípidos de membrana (Penno et al., 2013). Estas funciones residen en parte 
en el contacto directo que se establece entre GLs y mitocondrias, que se ha descrito 
en células como adipocitos y hepatocitos (revisado por Gao y Goodman, 2015; 
Barbosa et al., 2015). Concretamente, esta asociación permite la transferencia de 
ácidos grasos desde las GLs hacia las mitocondrias, en donde serían utilizados para 
generar energía mediante β-oxidación (Vock et al., 1996; Herms et al., 2015). De 
hecho, se ha descrito una mayor interacción GLs-mitocondrias tras la estimulación de 
la lipolisis en adipocitos (Tarnopolsky et al., 2007). Igualmente, estudios recientes en 
fibroblastos en condiciones de deprivación de nutrientes muestran que el 
establecimiento de contactos mitocondrias-GLs es especialmente importante en 
condiciones de ayuno, en las que los lípidos de las GLs son hidrolizados por lipasas 
citosólicas, las mitocondrias se acercan a las GLs y se fusionan entre ellas, 
garantizando una actividad oxidativa máxima y evitando al mismo tiempo la potencial 
lipotoxicidad derivada de la liberación de ácidos grasos (Rambold et al., 2015). Se ha 
propuesto que en esta interacción interviene la PLIN5 unida a la superficie de las GLs 
y que, al menos en algunos tipos celulares, también parece localizarse en las 
mitocondrias (Gao y Goodman, 2015) 
De forma recíproca, las mitocondrias del tejido adiposo y del hígado 
proporcionan intermediarios clave para la síntesis de TAGs. Así, el ciclo de Krebs 
proporciona sustratos para la síntesis de ácidos grasos, mientras que el G3P generado 
en la gliceroneogénesis es esterificado y acilado tanto en RE como en mitocondria 
para generar intermediarios de la síntesis de TAGs (Owen et al., 2002; Franckhauser 
et al., 2002). Además, la activación de los ácidos grasos de cadena media ocurre en 
la matriz mitocondrial. La mitocondria también produce acetil-CoA, que puede ser 




Los peroxisomas poseen cerca de 60 enzimas relacionadas con el 
metabolismo lipídico (Hunt et al., 2012) e integran varias rutas del metabolismo 
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lipídico, incluyendo α y β oxidación de ácidos grasos de cadena muy larga o 
ramificados o la biosíntesis de éter-fosfolípidos y ácidos biliares (van Roermund et al., 
2000; Wanders et al., 2007). Se ha propuesto que los contactos gotas lipídicas-
peroxisomas facilitan el acoplamiento de la lipólisis en las gotas a la oxidación de los 
ácidos grasos en el peroxisoma (Binns et al., 2006; Barbosa et al., 2015; Gao y 
Goodman, 2015). De manera recíproca, los peroxisomas podrían proporcionar los 
éter-fosfolípidos (incluidos plásmalogenos) que forman parte de las cubiertas de las 
gotas (Kohlwein et al., 2013; Lodhi y Semenkovich, 2014; Barbosa et al., 2015).  
Estudios recientes de nuestro laboratorio sobre la GTPasa de bajo peso 
molecular Rab18, que se ha demostrado de forma consistente que se asocia a GLs en 
adipocitos (Ozeki et al., 2005; Martin et al., 2005; Pulido et al., 2011), muestran que 
Rab18 en las gotas interacciona con mitocondrias y peroxisomas en respuesta a 
insulina y al agonista β-adrenérgico isoproterenol, regulando además tanto la 
actividad CPT-1 mitocondrial (i.e., importación de ácidos grasos a la mitocondria) 
como la actividad catalasa (adscrita a peroxisomas en adipocitos), sugiriendo un 
papel para esta GTPasa en la interacción entre GLs y estos orgánulos para facilitar la 





Algunos estudios sugieren la existencia de una interacción funcional entre las 
GLs y los endosomas y que esta interacción juega un papel importante del tráfico de 
membrana. Mediante estudios de microscopía electrónica se ha observado que en 
células cargadas con lipoproteínas de alta densidad (HDL), los endosomas están en 
estrecho contacto con las GLs (Zehmer et al., 2009). Esta interacción podría estar 
mediada por las GTPasas Rab5 y Rab11, ya que se ha descrito la presencia de estas 
proteínas típicamente endosomales en la superficie de las GLs (Liu et al., 2007). Más 
aún, las GLs son también capaces de reclutar una proteína de tipo long coiled-coil, el 
antígeno 1 de endosomas temprano (EEA1), que es un efector de Rab5, y la 
eliminación de las proteínas Rab celulares mediante un inhibidor de estas GTPasas, 
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RabGDI, impide la asociación de las GLs y los endosomas (Liu et al., 2007; Zehmer et 
al., 2009; Gao y Goodman, 2015).  
Se ha propuesto que la interacción endosomas-GLs podría ser importante 
para dirigir las GLs a los lisosomas para la producción de colesterol mediante 
autofagia en macrófagos (Ouimet et al., 2011). Además, el transporte de CAV1 hacia 
la superficie de las GLs así como el transporte de colesterol y de proteínas de unión a 
ácidos grasos (FABPs) que normalmente residen en caveolas, parece ocurrir a través 
de endosomas (Fig. 9) (Goodman, 2008).  
 
 
Figura 9. Esquema de interacción de GLs con varios orgánulos. La biogénesis de GLs incluye el proceso 
de gemación a partir del RE en forma de vesículas (1) o mediante la formación de las denominadas 
“egg cup” (3). Los puentes que conectan las membranas de RE y GLs (4) pueden proporcionar una vía 
no vesicular para el tráfico de proteínas y lípidos entre ambos orgánulos. Las GLs aumentan su tamaño 
por fusión o por síntesis de TAG. Los lípidos almacenados son hidrolizados por lipasas, generando 
diglicéridos (DAG) o monoglicéridos (MAG) (2) y ácidos grasos libres (FFA) y glicerol. Las proteínas 
asociadas a GLs son transportadas al RE (1) (ribosoma azul - triángulos) o hacia la superficie de las GLs 
(2) (ribosoma verde - cuadrado negro). Mitocondrias asociadas a regiones especializadas del RE 
(membranas asociadas a mitocondrias o MAMs), así como a las GLs (5). Interacción de GLs con 
peroxisomas (6), donde la protusión puede facilitar la transferencia de los ácidos grasos hacia el 
peroxisoma con el fin de mejorar la eficiencia en la producción de energía. La maquinaria de tráfico 
intracelular está estrechamente conectada a GLs (9). El compartimento intermedio del aparato de 
Golgi y el RE, ERGIC, está localizado cerca de las GLs, posiblemente facilitando el intercambio de lípidos 
y proteínas, presumiblemente por medio de GLs nacientes. Las vesículas COPI y COPII (círculos negros) 
transportan proteínas y lípidos desde el RE a través de la red cis del Golgi (CGN) y viceversa. Las 
vesículas COP parecen estar relacionadas con la regulación del almacenamiento de lípidos. Los 
componentes de la maquinaria COPI pueden actuar directamente sobre la superficie de las GLs (5). 
Las GLs también interaccionan con endosomas tempranos y tardíos (8), así como con caveolas de 
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adipocitos (7). Abreviaturas: gota lipídica (GL), red trans del Golgi (TGN), complejos de proteínas de 
cubierta I y II (COPI y COPII), triglicéridos (TAG). Los endosomas están representados como círculos 
rojos y los exosomas como círculos verdes. Modificado de Beller et al., 2010. 
 
1.7.1.5. Aparato de Golgi 
 
El aparato de Golgi se considera como el centro organizador y distribuidor de 
la ruta secretora, encargado de dirigir la incorporación y el tráfico de las proteínas y 
lípidos a endosomas, lisosomas, membrana plasmática o exterior celular (Lowe, 
2011; Vázquez-Martínez et al, 2012). Está constituido por apilamientos de cisternas 
aplanadas o dictiosomas situados normalmente en posición yuxtanuclear, que se 
asocian formando el dominio Golgi ribbon (Lowe, 2011). Los apilamientos de 
cisternas están bordeados en sus extremos por dos redes de estructuras túbulo-
vesiculares, la red convexa de entrada cis (CGN), que permite el intercambio de 
proteínas y lípidos con el retículo endoplásmico a través del compartimento 
intermedio conocido como ERGIC (RE-Golgi), y la red cóncava de salida trans (TGN) 
(Lowe, 2011). De esta forma, la cara cis del complejo de Golgi recibe moléculas cargo 
del RE, las cuales son transportadas y modificadas a través del dictiosoma hasta el 
TGN (Jackson, 2009). Este transporte anterógado, que está mediado por vesículas 
COPII que emergen de zonas específicas de las membranas del RE (ER exit sites; ERES) 
encaradas hacia el cis-Golgi y viajan a través del Golgi hasta la TGN, se compensa por 
un sistema de transporte retrógrado mediado por vesículas COPI que trafican de 
vuelta desde el TGN, así como desde el ERGIC y el cis-Golgi al RE (Vázquez-Martínez 
et al, 2012). Entre las proteínas características de las vesículas de transporte ER-Golgi 
e intra-Golgi se encuentran las GTPasas de bajo peso molecular Arf1 (COPI) y Sar1p 
(COPII), que actúan como adaptadores para la unión de los coatómeros COPI ó COPII 
durante la gemación de sus vesículas correspondientes (Lowe, 2011; Vázquez-
Martínez et al, 2012; Gao y Goodman, 2015).  
El aparato de Golgi, junto con la membrana plasmática, constituye uno de los 
pocos orgánulos que no contactan de forma directa con las GLs (Gao y Goodman, 
2015). No obstante, se considera que Golgi y GLs están relacionados funcionalmente 
vía transporte vesicular (Hesse et al., 2013). Así, las GLs contienen proteínas Rab que 
median el transporte RE-Golgi, como Rab1, así como componentes de la maquinaría 
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vesicular COPI habitualmente asociados al Golgi, como Arf1 y su activador GBF (i.e., 
GEF de Arf1) (Bouvet et al., 2013). De esta forma, como se mencionaba en apartados 
anteriores, se acepta que algunas de las proteínas de las GLs podrían alcanzar éstas 
vía tráfico vesicular dependiente del aparato de Golgi (Soni et al. 2009; Murphy et al. 
2009; Bouvet et al., 2013; Hesse et al., 2013). Concretamente, se ha demostrado que 
el sistema Arf1/COPI es necesario para el reclutamiento de proteínas asociadas a GLs, 
como ATGL o PLIN2 (Soni et al., 2009; Nakamura et al., 2004). Así, PLIN2 no se asocia 
a GLs en presencia de un mutante negativo de Arf1 o de la droga inhibidora de Arf1, 
brefeldina A (Nakamura et al., 2004), que por otra parte provocan además un 
aumento del tamaño de las GLs (revisado en Gao y Goodman, 2015). Este aumento 
en la acumulación de lípidos en respuesta a los tratamientos citados se ha asociado 
a la observación de que dichos tratamientos impiden la llegada de la lipasa ATGL a las 
GLs (Beller et al., 2008). Más aún, Soni y colaboradores (2009) han propuesto que la 
transferencia de ATGL ocurre a través de un mecanismo dependiente de Arf1/COPI 
en el contexto de la estrecha aposición de las GLs a los ERES y al compartimento 
ERGIC.  En esta línea, estos autores han sugerido la idea de que las cisternas de 
retículo endoplásmico que rodean a las GLs podrían representar un compartimento 
para el tráfico vesicular dirigido a las GLs  (Soni et al., 2009).  
Además de ATGL, otras proteínas que no alcanzan las GLs cuando Arf1 es 
inhibido incluyen PLIN2 y GPAT4, mientras que otras proteínas de la cubierta, como 
PLIN3, sí lo hacen (Soni et al., 2009; Wilfling et al., 2014). Por el contrario, el knock-
down de subunidades de COPII (o del tercer coatómero vesicular, clatrina) no afecta 
la morfología ni el metabolismo de las GLs (Beller et al., 2008; Guo et al., 2008; Gao 
y Goodman, 2015) aunque algunos autores han encontrado que la inhibición de la 
GTPasa encargada del ensamblaje de los coatómeros COPII, Sar1, puede jugar un 
papel en la transferencia de ATGL a las GLs, menor en cualquier caso al ejercido por 
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1.8. Tráfico intracelular 
 
Como se ha explicado en el apartado anterior en relación al sistema de 
comunicación entre aparato de Golgi y RE (vesículas COPI y COPII),  el  transporte de 
proteínas y membranas entre distintos compartimentos celulares y/o con la 
membrana plasmática está mediado fundamentalmente por intermediarios 
vesiculares y/o tubulares (Alberts et al., 2002). Este complejo sistema se mantiene 
gracias al mantenimiento de la direccionalidad y fusión específicas de las vesículas de 
transporte con su compartimento aceptor diana, lo que está mediado por la acción 
de proteínas de las familias SNARE, GTPasas Rab y Arf, factores de aproximación o de 
tethering y proteínas motoras del citoesqueleto (Fig. 10) (Bonifacino, 2014).  
Brevemente, las proteínas SNARE son proteínas integrales de membrana 
presentes tanto en las membranas de las vesículas que van a fusionarse (v-SNARE) 
como en las membranas del compartimento aceptor (t-SNARE) (Bonifacino, 2014). 
Participan en el reconocimiento de membranas compatibles y permiten la fusión de 
las mismas mediante la formación del complejo SNARE (Hong y Lev, 2014). Por otro 
lado, las proteínas Rab, que se describen en el apartado 1.10, son GTPasas de la 
superfamilia Ras, que participan en el control de la interacción de las membranas 
celulares y el tráfico intracelular (Mizuno-Yamasaki et al., 2011). Como las proteínas 
Rab, las GTPasas Arf median el reclutamiento de efectores a la superficie de las 
membranas, incluyendo proteínas de cubierta (Mizuno-Yamasaki et al., 2011). Los 
factores de tethering o de aproximación actúan como intermediarios antes del 
ensamblaje del complejo SNARE y de la fusión de membranas (Cai et al., 2007; Goud 
y Gleeson, 2010) (ver apartado siguiente). Por último, las proteínas motoras del 
citoesqueleto permiten el movimiento direccional de las vesículas sobre la red de 
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Figura 10. Tráfico vesicular. Inicialmente la cubierta recluta componentes proteicos del citosol hacia 
la membrana del compartimento donador. Así, la membrana que ha comenzado a deformarse 
empieza a acumular, por un lado, los receptores del cargo a transportar y, por otro, moléculas de v-
SNARE. El ensambaje de la cubierta se acompaña de la concentración de cargo en la vesícula en 
formación, continuada por la gemación y escisión de la vesícula desde el compartimento donador. 
Posteriormente, la cubierta proteica se desensambla y la vesícula, sin cubierta proteica, se transloca 
hacia el compartimento aceptor guiada por proteínas motoras a lo largo de elementos del 
citoesqueleto. Una vez cerca del compartimento aceptor, la vesícula se une a ésta por medio de 
factores de tethering que son reclutados por proteínas Rab localizadas sobre la membrana de la 
vesícula. Esta unión permite la interacción entre v- y t-SNARE y el anclaje subsiguiente de la vesícula a 
la membrana del compartimento aceptor. Finalmente, la formación del complejo Trans-SNARE 
promueve la fusión de las bicapas lipídicas de la vesícula y de la membrana del compartimento 
aceptor. Modificado de Bonifacino, 2014. 
 
1.9. Factores de tethering 
 
Los factores de tethering son heterogéneos en cuanto a su secuencia y 
estructura, y han sido clasificados en dos grupos: los que forman parte de complejos 
multiméricos como el complejo COG, el complejo TRAPP o el exocisto, y los que 
pertenecen a la familia de proteínas con largos dominios coiled-coil o proteínas long 
coiled-coil (Guo et al., 2000; Whyte y Munro, 2002; Gillingham y Munro, 2003; Cai et 
al., 2007; Bröcker et al., 2010). 
Las proteínas long coiled-coil constituyen una familia de proteínas que no 
presentan homología de secuencia pero contienen dominios coiled-coil de cientos de 
aminoácidos en su estructura (Rose y Meier, 2004). Los dominios coiled-coil están 
presentes en un 10% de las proteínas del genoma humano (Liu y Rost, 2001). El 
dominio coiled-coil es un motivo estructural caracterizado por poseer entre 2 ó más 
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α-hélices que se enroscan unas alrededor de las otras formando una superhélice 
(Cohen y Parry, 1990). Una característica común de la secuencia de los dominios 
coiled-coil es que poseen una repetición de 7 residuos aminoacídicos (heptad-repeat; 
a-b-c-d-e-f-g). Así, los residuos primero (a) y cuarto (d) son hidrofóbicos, mientras 
que los residuos quinto (e) y séptimo (g) generalmente tienen carga o son polares 
(Liu et al., 2006; Cohen y Parry, 1990; Yu, 2002; Mason y Arndt, 2004). Esta 
composición aminoacídica permite que se puedan formar núcleos hidrofóbicos 
mediante la interacción entre las posiciones a y d generando así la estabilidad del 
dominio coiled-coil (Lau et al., 1984). Por otro lado, las posiciones e y g mantienen 
interacciones iónicas entre las hélices (Fig. 11). De esta forma, la presencia de 
dominios coiled-coil hacen que las proteínas que las contienen se asocien formando 
dímeros (homo- o heterodímeros), e incluso oligómeros (Woolfson et al., 2012). 
Además de promover la dimerización de las proteínas, los dominios coiled-coil 
facilitan la interacción temporal de las proteínas que los contienen con otras 
proteínas de forma regulada en el tiempo y espacio (Rose y Meier, 2004).  
 
Figura 11. Estructura dimérica paralela coiled-coil. (A) Vista frontal, desde el extremo amino- hacia el 
extremo carboxilo-terminal, de dos α-hélices paralelas. Las posiciones del heptad repeat están 
marcadas desde la a hasta la g y desde la a´ hasta la g´. Las posiciones a y d de cada hélice forman el 
núcleo hidrofóbico entre hélices y las posiciones g y e de cada hélice mantienen interacciones 
electrostáticas entre las hélices. (B) Vista lateral del diagrama. Los cilindros representan la columna de 
las hélices (Mason y Arndt; 2004). 
 
La estructura terciaria de las proteínas coiled-coil depende de varias 
características: el número de α-hélices, que puede variar entre dos y cinco, la 
orientación de las hélices, que puede ser paralela o antiparalela, las hélices que 
componen la superhélice, que pueden ser idénticas (homotípicas) o diferentes 
(heterotípicas), y el sentido de la superhélice, que puede ser hacia la derecha o hacia 
la izquierda (Hodges, 1996; Lupas, 1996; Malashkevich et al., 1996; Stetefeld et al., 
2000; Woolfson et al., 2012). En particular, las proteínas long coiled-coil presentan 
una estructura terciaria en forma fibrilar o de bastón (100 aminoácidos se extienden 
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en torno a 15 nm) con regiones bisagra flexibles intercaladas entre los dominios 
coiled-coil (Burkhard et al., 2001; Gillingham y Munro, 2003). 
Los dominios flexibles de los extremos de las proteínas long coiled-coil, que 
generalmente representan dominios de interacción con las membranas celulares, 
junto con las regiones bisagra, permiten que estas proteínas ejerzan una gran 
variedad de funciones, actuando como motores, brazos de rotación, factores de 
tethering, o transportadores de moléculas, vesículas o grandes complejos 
macromoleculares (Fig. 12) (Rose y Meier, 2004). Con estas características, las 
proteínas long coiled-coil actúan a modo de cables permitiendo la interacción entre 
membranas, o como proteínas de scaffolding para estabilizar y organizar sistemas de 
membranas (Gillingham y Munro, 2003; Rose y Meier, 2004; Schoch y Gundelfinger, 
2006; Hida y Ohtsuka, 2010). 
 
Figura 12. Funciones que podrían realizar las proteínas con largos dominios coiled-coil. (A) Como 
factores de tethering de vesículas para acercarlas al orgánulo diana o (B) para el mantenimiento de la 
estructura de orgánulos intracelulares, como el apilamiento de las cisternas del aparato de Golgi, (C) 
como componentes estructurales de la matriz de diferentes orgánulos o (D) proteínas de scaffolding 
para el ensamblaje de varios factores. Modificado de (Cheung et al., 2015). 
 
Las proteínas long coiled-coil más caracterizadas son las asociadas al aparato 
de Golgi, las golginas, al que se asocian como proteínas periféricas mediante su 
asociación a proteínas de la membrana del Golgi (proteínas Rab, GRASP , Arf o Arl), o 
como proteínas integrales gracias a la presencia de dominios transmembrana en su 
secuencia (Cheung y Pfeffer, 2016; Gillingham y Munro, 2016). Las golginas, que se 
asocian a regiones concretas del aparato de Golgi, actúan capturando las vesículas 
que se acercan a las distintas partes de este orgánulo y mediante la flexión de sus 
regiones bisagra, permiten la aproximación y posterior anclaje de las vesículas a la 
membrana receptora (Cheung y Pfeffer, 2016; Gillingham y Munro, 2016). Además, 
46 
 
                         INTRODUCCIÓN 
  
   
 
se ha propuesto que sirven para mantener las membranas del Golgi apiladas (Cheung 
y Pfeffer, 2016; Gillingham y Munro, 2016).  
Finalmente, se han identificado proteínas long coiled-coil en la zona activa de 
la sinapsis, como las proteínas ELKS/CAST/ERC y los miembros de la familia de 
liprinas-α, que forman parte de  la citomatriz de esta estructura y se ha propuesto 
que sirven a modo de andamiajes moleculares (scaffolds) para la formación de los 
complejos moleculares  que regulan los procesos de tethering y fusión de las vesículas 




1.9.1. Familia de proteínas long coiled-coil; NECC1/NECC2/Jakmip1-
Marlin1 
 
Investigaciones previas de nuestro grupo en células endocrinas nos 
permitieron identificar una nueva proteína long coiled-coil a la que denominamos 
neuroendocrine long coiled-coil 1 (NECC1) por su expresión específica en células 
endocrinas y neuronas de vertebrados (Cruz-García et al., 2007). Esta proteína 
presenta en su secuencia siete regiones de tipo coiled-coil, formando un largo 
dominio long coiled-coil, y una región hidrofóbica carboxiloterminal de 19 
aminoácidos (Cruz-García et al., 2007). Mediante estudios de inmunolocalización y 
análisis funcionales determinamos que NECC1 se asocia a las membranas del aparato 
de Golgi, donde regula el tráfico de proteínas de la ruta de secreción regulada en 
células neuroendocrinas, por lo que propusimos su clasificación como un nuevo 
miembro de la familia de las golginas (Cruz-García et al., 2011). Otros autores han 
identificado esta proteína en  
El análisis in silico de la secuencia de NECC1 reveló que esta proteína 
pertenece a una familia que posee dos miembros adicionales. Uno de ellos, 
denominado Jakmip1/Marlin-1, fue identificado por otros autores en neuronas, en 
las que regula el tráfico del receptor GABAB en relación con la red de microtúbulos, y 
en órganos linfoides, donde interacciona con quinasas y la red de microtúbulos, 
47 
 
                         INTRODUCCIÓN 
  
   
 
regulando la polarización celular y el tráfico vesicular (Couve et al., 2004; Steindler et 
al., 2004; Vidal et al., 2007). Finalmente, el tercer miembro de la familia, al que 
inicialmente denominamos NECC2 por su homología estructural y su expresión en los 
mismos tejidos que NECC1 (Cruz-García et al., 2007), ha sido caracterizado 
recientemente en profundidad por nuestro grupo de investigación (Díaz-Ruiz et al., 
2013). El análisis in sílico de la secuencia de NECC2 predijo la presencia de una región 
hidrofóbica de 19 aminoácidos en su extremo C-terminal, con dos dominios 
solapados de unión a caveolina (caveolin-bindind domain o CBD) (Fig. 13) [ØXØXXXXØ 
(aminoácidos 829 al 836), y ØXØXXXXØXXØ (aminoácidos 833 al 843), siendo X 
cualquier aminoácido, y Ø un aminoácido aromático (Trp, Phe, or Tyr)] (Díaz-Ruiz et 
al., 2013; Díaz-Ruiz, 2011). Además, presenta 4 dominios CRAC (cholesterol 
recognition/interaction amino acid consensus) y 2 sitios de fosforilación por tirosina 
quinasas, incluido un sitio específico para Akt (Fig. 13).  
 
 
Figura 13. Análisis de dominios y motivos estructurales de la proteína NECC2 de rata. En la figura se 
muestran los motivos estructurales y funcionales predichos mediante el uso de diferentes algoritmos 
bioinformáticos incluidos en el servidor Expasy, entre los que destacan las 8 regiones coiled-coil, los 
dominios CRAC de unión a colesterol, la región hidrofóbica y el dominio de unión a caveolina, ambos 
en el extremo carboxilo-terminal. Modificado de Díaz-Ruiz et al., 2013. 
 
En línea con la presencia de dominios de unión a caveolina en la secuencia de 
NECC2, observamos que en un modelo neuroendocrino, las células de 
feocromocitoma de rata PC12, esta proteína se distribuye con la proteína CAV1 en 
caveolas, donde también colocaliza con el receptor del factor de crecimiento 
nervioso (NGF), receptor TrkA, en un proceso que es estimulado por NGF (Diaz-Ruiz 
et al., 2013). Además, observamos que NECC2 colocaliza con la actina cortical en 
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estas células. Estos datos, junto con la observación de que tanto la sobreexpresión 
como el silenciamiento de NECC2 en las células PC12 alteraba la señalización mediada 
por este receptor, concretamente la tasa de fosforilación de la MAPK ERK1/2 inducida 
por NGF, nos llevó a proponer un papel para esta proteína en la regulación de la 
señalización del sistema NGF/TrkA en caveolas, presumiblemente por su acción como 
factor de scaffolding (Diaz-Ruiz et al., 2013). 
Hasta el momento se desconoce si NECC2, o cualquier otro miembro de la 
familia, están presentes en el tejido adiposo. 
 
1.10. Proteínas Rab GTPasas 
 
Las proteínas Rab, que constituyen la familia más amplia de la superfamilia de 
GTPasas monoméricas Ras, definen la identidad de los orgánulos celulares y son 
reguladores fundamentales en el tráfico intracelular y en la interacción entre 
compartimentos celulares en células eucariotas (Stenmark, 2009; Diekmann et al., 
2011; Li y Marlin, 2015)    
La riqueza en el repertorio de proteínas Rab en las células y las múltiples y 
fundamentales funciones que cumplen estas proteínas ponen de manifiesto su 
importancia en el mantenimiento de la fisiología celular. De hecho, alteraciones en 
proteínas Rab (mutaciones o cambios en su nivel de expresión) conllevan el 
desarrollo de diferentes patologías, desde enfermedades neurológicas hasta 
diabetes o cáncer (revisado por Li y Marlin, 2015). Concretamente, las mutaciones en 
Rab7, Rab23, Rab27, Rab38, y Rab39b provocan enfermedades genéticas (Charcot–
Marie–Tooth tipo 2B, síndrome de Carpenter, síndrome de Griscelli, síndrome de 
Hermansky–Pudlak y retraso mental asociado al cromosoma X, respectuvamente) (Li 
y Marlin, 2015). Por su parte, se han asociado niveles alterados en la expresión de 
Rab25 en cáncer de mama, ovario y colon, y de Rab31 en cáncer de mama, cerebro, 
piel, pulmón, colon y leucemia, mientras que Rab5 y Rab7 están sobrexpresados en 
el hipocampo de pacientes con enfermedad de Alzheimer y la desregulación del 
tráfico de GLUT4 mediada por Rab10 y Rab14 se ha asociado a diabetes de tipo II (Li 
y Marlin, 2015). Finalmente, estudios de nuestro laboratorio han mostrado que en 
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obesidad, tanto en humanos como en modelos animales de obesidad (genética –
monogénica o poligénica- o inducida por dieta), se produce una sobreexpresión de 
Rab18 en el tejido adiposo (Pulido et al, 2011 y 2013). 
Las GTPasas Rab controlan la biogénesis de vesículas mediante la formación 
de complejos reguladores (multisubunit Rab tethers) que interaccionan con las 
proteínas de la cubierta de las vesículas, de tipo COPI, COPII o de clatrina (Angers y 
Merz, 2011). Esto facilita su reclutamiento hacia las zonas de evaginación en el 
compartimento donador, definiendo con ello la identidad de la vesícula de nueva 
formación. Además, las proteínas Rab intervienen en el correcto transporte de las 
vesículas de transporte hacia el compartimento aceptor ya que interaccionan con los 
motores moleculares asociados a los elementos del citoesqueleto, facilitando el 
acercamiento de dichos motores a la membrana de las vesículas y modulando su 
movimiento a lo largo de la red del citoesqueleto (Hammer y Wu, 2002; Jordens et 
al., 2001; Stenmark, 2009; Miserey-Lenkei et al., 2010; Bhuin y Roy, 2014; Delevoye 
y Goud, 2015). Finalmente, las GTPasas Rab participan en el amarre, anclaje, docking 
y fusión de las membranas de las vesículas y del compartimento receptor ya que se 
asocian con proteínas v-SNARE y/o t-SNARE formando complejos trans-SNARE y 
organizando microdominios para la fusión de las membranas (Fig. 11) (Wickner y 
Schekman, 2008; Miserey-Lenkei et al., 2010; Bhuin y Roy, 2014; Li y Marlin, 2015). 
Las proteínas Rab están presentes en las membranas de todos los 
compartimentos intracelulares (RE, aparato de Golgi, endosomas, lisosomas, 
peroxisomas, GLs, mitocondrias), así como en la membrana plasmática y el núcleo 
(Stenmark, 2009). No obstante, cada Rab se localiza en orgánulos y/o dominios de 
membrana concretos, donde regula una ruta de tráfico de membrana específico 
(Stenmark, 2009; Pfeffer y Aivazian, 2004; Li y Marlin, 2015) (Fig. 14). La unión 
específica de las proteínas Rab a sus membranas diana concretas depende, al menos 
en parte, del dominio con mayor divergencia evolutiva entre las proteínas Rab o 
“dominio hipervariable”, que se encuentra en la región carboxilo-terminal de estas 
proteínas (Stenmark et al., 1994; Ali et al., 2004). Así, es en el dominio hipervariable 
de las proteínas Rab donde se unen uno o dos grupos isoprenoides geranilgeranilo 
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Figura 14. Distribución celular de las proteínas Rab. Tomada de Zhen y Stenmark, 2015 
  
Como otras GTPasas, las Rabs funcionan como moléculas de conmutación 
mediante un cambio de su estado activo unidas a GTP a un estado inactivo unidas a 
GDP (Fig. 16). En su estado unido a GTP, las Rabs se localizan en la superficie de la 
membrana/vesícula específica y regulan su función y tráfico reclutando proteínas 
efectoras específicas a la superficie de la membrana (Pfeffer, 2005; Fukuda, 2008; Lee 
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Figura 15. Ciclo de activación de las Rab GTPasas. Las proteínas Rab ciclan entre un estado inactivo y 
distribuidas en el citosol cuando están unidas a GDP, y un estado activo si están ligadas a GTP, 
asociándose a su membrana diana. En este proceso participan diferentes proteínas reguladoras entre 
las que se encuentran intercambiadores de nucleótidos de guanina (GEF), proteínas inhibidoras de 
disociación de GDP (GDI), GDI displacement factors (GDF), y proteínas activadoras de GTPasas (GAP). 
Modificado de Bento et al., 2013. 
 
El intercambio de GDP por GTP produce un cambio en la estructura terciaria 
de la proteína, lo que a su vez define su especificidad (Pfeffer, 2013). Este proceso 
está facilitado por las proteínas denominadas factores intercambiadores de 
nucleótidos de guanina (GDP/GTP exchange factors, GEFs), los cuales debilitan la 
interacción de GDP y facilitan la unión de GTP (Barr y Lambright, 2010; Chaineau, et 
al., 2013). Por otra parte, a pesar de ser GTPasas, tienen una capacidad reducida de 
hidrolizar GTP y por tanto, de inactivarse de forma espontánea, por lo que son 
asistidas en este proceso por proteínas activadoras de GTPasas (i.e. GTPase-
activating proteins, GAPs). Por otro lado, la actividad de estas GTPasas está modulada 
por las denominadas Rab GDP dissociation inhibitor (i.e. RabGDI), que evitan la 
liberación de GDP y estabilizan a la Rab en su forma inactiva, y por los GDI 
displacement factors (i.e. GDF), que reconocen a complejos Rab-RabGDI específicos 
y promueven la liberación de GDI y la unión de GEF a la proteína Rab. Se ha propuesto 
que una misma GDF podría interaccionar con varias proteínas Rab (Pfeffer y Aivazian, 
2004). Por su parte, hasta el momento sólo se han descrito dos proteínas GDI, GDI1 
y GDI2, que presentan expresión en el tejido nervioso y ubicua, respectivamente 
(Alory y Balch, 2001). Por otra parte, se propone que existe una proteína GAP para 
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cada proteína Rab, aunque todas las GAPs identificadas hasta el momento, excepto 
Rab3GAP, tienen un dominio común, el dominio TBC (Tre-2/Bub2/Cdc16)/Rab-GAP 
(Barr y Lambright, 2010; Fukuda, 2011; Chaineau et al., 2013).  Por su parte,  las GEFs 
de proteínas Rab forman una familia no relacionada estructuralmente, entre la que 
se incluyen proteínas que presentan dominios DENN (differentially expressed in 
normal and neoplastic cells), VPS9 (vacuolar protein sorting 9) o Sec2, complejos 
TRAPP (transport protein particle), heterodímeros GEFs (Mon1-Ccz1, HPS1-HPS4 
(complejo BLOC-3), Ric1-Rgp1 y Rab3GAP1/2), y otras GEFs (i.e., REI-1 y RPGR) (Ishida 
et al., 2016). 
Una vez en su membrana diana, la Rab activa se une a efectores que 
aumentan su estabilidad y traducen su acción sobre la membrana/vesícula diana 
(Aivazian et al., 2006; Grosshans et al., 2006; Zhen y Stenmark, 2015; Li y Marlin, 
2015). Interesantemente, cada proteína Rab recluta un conjunto de proteínas 
efectoras en la superficie de las membranas y de esta manera ensamblan en éstas la 
maquinaria molecular apropiada para mediar la interacción o fusión de membranas 
o la unión a proteínas motoras específicas. Una vez que la proteína Rab activa se une 
a sus efectores, estos ayudan directamente a su localización, evitando su difusión en 
la membrana o bloqueando de forma indirecta la inactivación de la GTPasa. Las 
moléculas efectoras de las proteínas Rab son muy variadas, e incluyen adaptadores, 
factores de amarre, quinasas, fosfatasas y proteínas motoras (Stenmark, 2009). Por 
otra parte, un mismo efector puede unirse a más de una proteína Rab, como es el 
caso de la proteína GCC185, localizada en las membranas del aparato de Golgi, y que 
interacciona con Rab1, Rab2, Rab6, Rab9, Rab15, Rab27B, Rab30 y Rab33B (Burguette 
et al., 2008; Hayes et al., 2009; Barr, 2009). Estudios realizados en células vivas han 
permitido mostrar que Rab4, Rab5 y Rab11 están presentes en dominios distintos en 
el compartimento endosomal (Sönnichsen et al., 2000), y que Rab7 y Rab9 definen 
microdominios diferentes en endosomas tardíos (Barbero et al., 2002). De esta 
manera, actualmente se acepta que los compartimentos celulares consistirían en 
mosaicos de proteínas Rab concretas, reclutadas a partir de proteínas efectoras 
específicas, que actuarían de forma cooperativa para generar entornos particulares 
y definidos en las membranas celulares (Barr, 2013). De la misma manera, cada 
proteína Rab puede asociarse a varios efectores, modulando distintos procesos 
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asociados al transporte de membranas, como es el caso de Rab1, que se localiza en 
zonas de salida del RE y en el ERGIC y también media el tráfico vesicular entre el Golgi 
y el RE (Stenmark, 2009).   
Las proteínas Rab juegan papeles cruciales en las rutas de endocitosis y 
exocitosis, controlando el tráfico anterógrado y retrógrado ente compartimentos 
para gestionar la entrega de cargo y el reciclaje de membrana (Schwartz et al., 2008; 
Vonderheit y Helenius, 2005; Li y Marlin, 2015; Zhen y Stenmark, 2015). Por ejemplo, 
al igual que Rab1, Rab2 se encuentra en el ERGIC, donde se ha sugerido que participan 
en el control bidireccional del tráfico entre el Golgi y el RE (Galea et al., 2015; Zhen y 
Stenmark, 2015). Por su parte, en el aparato de Golgi se ha descrito la presencia de 
hasta 20 de las 70 proteínas Rab existentes (66 en el genoma humano), en donde se 
ha propuesto que ayudan a especificar la identidad de las cisternas y a mantener su 
estructura (incluyendo el mantenimiento del Golgi ribbon, o conjunto de dictiosomas 
de una célula), y regulan además los procesos de tráfico (Liu y Storrie, 2015; Pfeffer, 
2013; Liu y Storrie, 2015; Kim et al., 2016). En particular, Rab1, Rab6, Rab30 y Rab41 
organizan el Golgi ribbon y Rab6, Rab33, Rab34, Rab40, Rab41 y Rab43 median el 
tráfico intra-Golgi (Galea et al., 2015; Liu y Storrie, 2015; Zhen y Stenmark, 2015). 
Rab8 participa en la ruta de secreción constitutiva entre la red trans del Golgi y la 
membrana plasmática, y también regula la translocación de GLUT4 a la superficie 
(junto con Rab10 y Rab14) y la formación de cilios (como Rab17 y Rab23), mientras 
que Rab27 media la translocación de melanosomas a la superficie celular. El tráfico 
vesicular entre TGN y endosomas tempranos está mediado por Rab22, mientras que 
Rab9 regula el transporte de endosomas tardíos hacia el TGN. Rab15 está involucrada 
en el tráfico entre endosomas tempranos y endosomas de reciclaje y en el tráfico de 
endosomas de reciclaje desde la membrana apical a las membranas basolaterales. La 
maduración de endosomas tardíos y fagosomas y su fusión con lisosomas está 
mediada por Rab7. Rab3, Rab26, Rab27 y Rab37 también participan en varias fases 
de la ruta de secreción regulada. Por su parte, Rab5 está localizada en endosomas 
tempranos, fagosomas, caveosomas, y la membrana plasmática, y participa en la 
endocitosis. Además, Rab5 interviene en la maduración de endosomas tempranos 
con Rab14 y Rab22, y, junto con Rab34, en macropinocitosis. Otras Rabs que 
intervienen en macropinocitosis son Rab7, Rab20 y Rab21 (Swanson 2008; Egami et 
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al., 2016). Otros ejemplos incluyen Rab33 que, junto con Rab24, regula la formación 
de autofagosomas, o Rab32, que controla la fisión mitocondrial y junto a Rab38, 
también interviene en la biogénesis de melanosomas. Finalmente, Rab4 controla las 
fases rápidas de la endocitosis de reciclaje, mientras que Rab11 y Rab35 regulan las 
fases lentas (Stenmark, 2009; Zhen y Stenmark, 2015) (Fig. 15). 
Respecto a las proteínas Rab y GLs, estudios de protéomica de GLs tanto de 
adipocitos como de otras células que pueden acumular lípidos en respuesta a ácidos 
grasos, concretamente células HepG2 o CHO, han demostrado la presencia en éstas 
de numerosas proteínas Rab (Brasaemle et al., 2004; Ding et al., 2012; Beilstein et al., 
2013; Rabanal, 2013). Entre ellas, la mejor caracterizada en relación a la función de 
las GLs es Rab18, cuya expresión en adipocitos y en células HepG2 fue descrita en 
2005 (Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005). Estos trabajos iniciales, junto con 
estudios de nuestro laboratorio han permitido demostrar que Rab18 interviene en la 
lipólisis mediada por receptores β-adrenérgicos asi como en la lipogénesis inducida 
por insulina y, de hecho, se asocia a las GLs tanto en respuesta a isoproterenol como 
a insulina (Martin et al., 2005; Ozeki et al., 2005; Pulido et al., 2011; Rabanal, 2013). 
Más aún, nuestros estudios de microscopía y videomicroscopía también apoyan la 
idea de que Rab18 puede participar en la interacción entre GLs y el RE, además de, 
como se mencionó anteriormente, en la asociación de GLs con mitocondrias y 
peroxisomas, participando así en la regulación del metabolismo tanto de lípidos 
neutros como de fosfolípidos (Rabanal, 2013 y datos no publicados). Otras proteínas 
Rab que han sido estudiadas en adipocitos incluyen Rab5, que se ha demostrado que 
participa en la internalización de GLUT4 inducida por insulina gracias al reclutamiento 
de dineína, facilitando la interacción entre vesículas con GLUT4 y la red de 
microtúbulos (Huang et al., 2001), o Rab35, que facilita el acercamiento de GLs a los 
endosomas gracias al reclutamiento del factor de tethering EEA1, para permitir la 
transferencia de lípidos entre ambos compartimentos. (Liu et al., 2007). 
Recientemente, nuestro laboratorio ha identificado a la GTPasa Rab34 en 
estudios de proteómica de GLs aisladas de adipocitos 3T3-L1 diferenciados, tanto en 
condiciones como en respuesta al tratamiento con insulina (Rabanal, 2013). Sin 
embargo, se desconoce aún la localización precisa, regulación y función de esta 
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GTPasa en adipocitos u otros tipos celulares que acumulan GLs, especialmente en 




Rab34 fue caracterizada por primera vez en 2002 (Wang y Hong, 2002). Se 
trata de una proteína de 259 aminoácidos, con un peso molecular de 29 kDa, con una 
alta conservación de secuencia entre especies (Wang y Hong, 2002; Chen et al., 
2003), incluyéndose junto con Rab36 en el mismo subgrupo de proteínas Rab por su 
homología parcial de secuencia (Fukuda, 2008). 
Los estudios iniciales sobre Rab34 mostraron que esta GTPasa se localizaba 
parcialmente en el citosol pero, fundamentalmente, en el aparato de Golgi en células 
NRK y le asignaron una función en relación con el posicionamiento de los lisosomas 
en la región peri-nuclear, en un proceso dependiente de su interacción con la 
proteína RILP (Rab-interacting lysosomal protein) (Wang y Hong, 2002). Estudios 
recientes han mostrado que Rab34 unido a las membranas perinucleares retiene y 
reduce la movilidad de los lisosomas mediante la interacción de RILP con la proteína 
asociada a lisosomas, foliculina (Starling et al., 2016). Por otra parte, se ha 
demostrado que Rab34 media la fusión entre fagosomas y lisosomas/endosomas, 
facilitando la biogénesis de los fagolisosomas y el transporte de cargo lisosomal hasta 
éstos en macrófagos y células dendríticas (Kasmapour et al., 2012; Alloati et al., 
2015). Más aún, se ha observado que la activación temprana del factor NF-κB durante 
la infección de macrófagos por bacterias induce la expresión de Rab34 en estas 
células (Gutierrez et al., 2008; Kasmapour et al., 2012). En este sentido, también se 
ha demostrado que Rab34 regula la transferencia de la proteasa lisosomal catepsina 
D a los fagosomas en macrófagos tras la infección con bacterias (Seto et al., 2011). Se 
ha propuesto que la acción de Rab34 sobre la maduración de los lisosomas depende 
de su interacción con Munc13-2 (Kasmapour et al., 2012), que constituye, junto a 
RILP, otro de los efectores identificados para Rab34 (Speight y Silverman, 2005).  
Curiosamente, Rab34 interacciona con Munc13-2 en las membranas del Golgi, donde 
se ha propuesto que median el transporte de cargo vía ruta de secreción constitutiva, 
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especialmente en condiciones de hiperglucemia (Goldenberg et al., 2007; 
Goldenberg y Silverman, 2009). 
Adicionalmente, estudios en células COS-1 han revelado que Rab34 colocaliza 
con actina en los lamelipodios (i.e., prolongaciones de la membrana plasmática 
formados por el citoesqueleto de actina), donde actuaría facilitando la formación de 
macropinosomas (Sun et al., 2003). A su vez, Rab34 también ha sido descrita como 
controlador y marcador de la micropinocitosis, que es un tipo de endocitosis 
independiente de clatrina (Bhuin y Roy, 2014; Zhang et al., 2016). En relación a esta 
ruta, se ha visto que una de las vías principales a través de las cuales se internalizan 
las nanopartículas es la ruta de micropinocitomas (Rab34)/endodomas tardíos 
(Rab7)/lisosoma (Zhang et al., 2016).  
Finalmente, se ha propuesto que Rab34 podría constituir un posible factor 
tumorigénico en cáncer de próstata, dado que su expresión (y la de foliculina) 
disminuye tras tratamiento anti-tumoral (Aakula et al., 2016). En esta línea, pacientes 
con un pronóstico significativamente peor en glioma muestran niveles elevados de 
expresión de Rab34 por lo que se ha propuesto que podría servir como biomarcador 
de la progresión y prognosis en este tipo de tumores (Wang et al., 2015).  
En resumen, la proteína GTPasa Rab34 ha sido descrita en varios tipos 
celulares, cumpliendo diversas funciones, destacando las relacionadas con la 
endocitosis y fagocitosis, pero su función en el tejido adiposo, y en especial en las 
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la caracterización de nuevos 
marcadores moleculares reguladores del funcionamiento de los adipocitos, de su 
dinámica y como ésta se ve afectada en procesos patológicos. Para ello, se han elegido 
las proteínas NECC2 y Rab34 como moléculas modelo para analizar su función en 
relación a la respuesta a insulina y al tráfico y/o gestión intracelular de lípidos, 
respectivamente. Para lograr este objetivo general nos planteamos los siguientes 
objetivos específicos: 
 
1. Análisis de la expresión y distribución de las proteínas NECC2 y Rab34 en 
adipocitos durante el proceso de diferenciación celular y/o en condiciones de 
acumulación de lípidos en éste u otros tipos celulares (hepatocitos).  
2. Determinar la relevancia de estas proteínas en relación a procesos clave en la 
citofisiología de los adipocitos: respuesta a insulina y acumulación de lípidos. 
3. Caracterización de la regulación de la expresión de NECC2 y Rab34 en 
condiciones fisiológicas y patológicas, utilizando tanto modelos in vitro de 
hipertrofia y/o resistencia a insulina como muestras de tejido adiposo de 
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3.1. Material Biológico 
3.1.1. Cultivo de líneas celulares 
En el presente estudio se utilizaron dos líneas celulares: la línea celular de 
fibroblastos proveniente de embriones de ratón 3T3-L1 y la línea celular de 
hepatoma humano HepG2.  
Las células 3T3-L1 se obtuvieron de la ATCC (American Type Culture 
Collection; LGC Standards S.L.U., Barcelona) y fueron cultivadas según las 
indicaciones del comerciante, tomando en consideración que las células no llegaran 
a una confluencia superior al 70-80% durante la fase de mantenimiento.  Todos los 
experimentos se llevaron a cabo usando células de los pases 4 a 15. A partir del 15º 
pase, las células se desecharon para ser sustituidas por nuevas células mantenidas 
en N2 líquido. El cultivo de las células 3T3-L1 se realizó en medio Dulbeco’s Modified 
Eagle Medium [DMEM, Lonza (Vervies, Bélgica)] con 4,5 g/l de glucosa, 
suplementado con L-glutamina 4 mM, antibiótico-antimicótico al 1% (v/v), 1,5 g/l 
de bicarbonato sódico y suero de neonato bovino (NCS) al 10% (v/v) [Gibco 
(Barcelona)] y se mantuvieron a 37 oC y 5% de CO2. Los cultivos de mantenimiento 
se realizaron en botellas de 75 ó 150 cm2 a una densidad de 1.800 células/cm2, que 
se subcultivaron 2 veces por semana mediante el uso de una solución comercial de 
0,5 g/l de tripsina y 0,2 g/l de EDTA (Sigma-Aldrich, Química S.A., Madrid). Las 
células obtenidas se sometieron a un test de viabilidad celular con azul tripán y 
posteriormente se sembraron en el soporte adecuado a los requerimientos de cada 
experimento. Concretamente, para los estudios de microscopía las células fueron 
sembradas sobre cubreobjetos de 25 mm de diámetro, que se ubicaron en placas 
de 35 mm de diámetro. Las células utilizadas para la obtención de extractos 
proteicos o de ARN se sembraron directamente en placas de 35 mm de diámetro. 
Por otro lado, las células destinadas a experimentos de electroporación fueron 
sembradas en placas de 150 mm de diámetro. En todos los casos, la densidad celular 
de siembra fue de 3.000 células/cm2. Para llevar a cabo la diferenciación celular a 
adipocitos, las células se mantuvieron en crecimiento hasta llegar al 100% de 
confluencia, momento en el cual se cultivaron en DMEM con 4,5 g/l de glucosa 
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suplementado con L-glutamina (4 mM), solución antibiótica-antimicótica al 1% 
(v/v), bicarbonato (1,5 g/l), suero fetal bovino (FBS) al 10% (v/v) (PAA, Pasching, 
Austria), 10 μg/ml de insulina, 0,25  μM de dexametasona  y  0,5  mM  de  IBMX  
(Medio de diferenciación I) durante 72 h. Transcurrido este tiempo, las células se 
incubaron en DMEM con glucosa (4,5 g/l) suplementado con L-glutamina (4 mM), 
solución antibiótica-antimicótica al 1% (v/v), bicarbonato sódico (1,5 g/l), suero fetal 
bovino (10% v/v) e insulina (10 μg/ml) (Medio de diferenciación II), durante 72 h. A 
partir de ese momento, los cultivos celulares se mantuvieron en DMEM con 4,5 g/l 
de glucosa suplementado con L-glutamina (4 mM), solución antibiótica-antimicótica 
(1% v/v), bicarbonato sódico (1,5 g/l), FBS (10% v/v) (Medio de diferenciación III). El 
medio se renovó cada 48 h, hasta que las células fueron utilizadas para las distintas 
manipulaciones experimentales (día 2 para experimentos de transfección; dia 6 
para los experimentos de electroporación; días 0-3-6-8-10 para los estudios de 
adipogénesis; días 8-10 para los estudios de adipobiología funcional). 
Por otro lado, la línea celular HepG2 fue amablemente proporcionada por el 
Dr. Manuel de la Mata (IMIBIC, Córdoba, España). Los cultivos celulares se 
mantuvieron en un incubador a 37 oC y 5% de CO2. Estas células fueron utilizadas 
entre los pases 2 y 20. La línea fue cultivada en medio MEM (Gibco) conteniendo 
glucosa 1 g/l y L-glutamina 2 mM, y suplementado con solución antibiótica-
antimicótica al 1% (v/v) (Gibco), aminoácidos no esenciales al 1% y FBS al 10% (v/v). 
Los cultivos de mantenimiento se realizaron en botellas de cultivo de 75 cm2 (TPP, 
Trasadingen, Suiza) y se subcultivaron dos veces por semana utilizando una solución 
comercial de tripsina 0,5 g/l y EDTA 0,2 g/l (Sigma-Aldrich). Las células así obtenidas 
se sembraron en placas de 3,5 mm ó 10 cm de diámetro (TPP) a una densidad de 
2.000 células/cm2. 
 
3.1.2. Obtención de muestras de tejido adiposo humano. 
Se utilizaron muestras de tejido adiposo humano, visceral y subcutáneo, 
obtenidas de individuos delgados [Indice de masa corporal (IMC) ≤ 25 kg/m2) y de 
individuos obesos (IMC ≥ 30 kg/m2) sometidos a procedimientos quirúrgicos 
laparoscópicos (funduplicatura de Nissen para reparación de hernia de hiato o 
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colecistectomía) o bypass gástrico. Para este estudio se utilizaron dos cohortes, en 
las cuales los individuos obesos se clasificaron de acuerdo a parámetros de 
sensibilidad a insulina siguiendo los criterios del Expert Committee on the Diagnosis 
and Classification of Diabetes de la Sociedad Americana de Diabetes (Wolins NE, et 
al., 2006). Los análisis bioquímicos y hormonales se llevaron a cabo siguiendo 
procedimientos descritos previamente (Kanzaki M., 2006; Rodriguez A et al., 2010; 
Guzmán-Ruiz et al., 2014). La primera cohorte, se clasificó a los pacientes en tres 
grupos: normoglucémicos (NG), con intolerancia a glucosa o pre diabéticos (IGT) o 
con diabetes de tipo 2 (T2D). Es importante mencionar que los individuos obesos 
con T2D no estaban bajo tratamiento con insulina u otra medicación que pudiera 
alterar los niveles endógenos de esta hormona. Esta cohorte se utilizó para el 
análisis de la expresión de ARNm. Los parámetros antropométricos de los pacientes 
de la cohorte analizada por qRT-PCR se detallan en la Tabla 1.  
Tabla1. Características bioquímicas y antropométricas de sujetos utilizados para estudios de qRT-
PCR 
 
Los datos están representados como la media ± SEM. Los individuos fueron clasificados por edad y 
sexo en toda la cohorte, y por grasa corporal en los grupos de obesos. LN, delgados; NG, 
normoglucémicos;   IGT, intolerantes a la glucosa o pre diabéticos; T2D, con diabetes tipo 2. 
 Obesos  
Variables LN NG IGT T2D P 
n 4 11 11 12  
Sexo, H/M 2/2 5/6 5/6 6/6  
Edad, años 41,0±2,7 41,3±3,7 42,4±1,9 48,7±2,5 0,185 
Peso, kg 66,4±7,5 112,5±6,4* 131,4±6,5* 125,2±7,6* <0,001 
      
      
IMC, kg/m2 22,2±0,9 41,2±2,0* 47,8±2,0* 44,8±2,5* <0,001 
Grasa corporal, % 28,4±2,6 45,9±3,3* 53,3±1,7* 47,8±2,4* <0,001 
Circunferencia de cintura, cm 73,0±4,0 115,6±3,3* 116,6±4,5* 122,4±4,1* <0,001 
      
Glucosa, mg/dl 89,2±3,3 92,0±2,1 105,4±3,7*,† 145,6±7,8*,†,‡ <0,001 
Insulina, µU/ml 6,1±0,5 15,0±2,5* 11,1±1,4* 29,0±6,0* 0,003 
HOMA 1,4±0,2 3,4±0,6* 3,0±0,4* 11,0±2,5*,‡ 0,001 
Triglicéridos, mg/dl 74,7±10,9 116,6±7,7 125,7±42,8 137,7±14,5 0,661 
Colesterol total, mg/dl 192,7±13,4 196,3±13,4 197,4±12,9 207,5±14,5 0,905 
LDL-C, mg/dl 121,5±12,3 128,0±13,1 119,7±10,9 135,4±11,5 0,756 
HDL-C, mg/dl 56,2±1,6 39,2±4,2 52,7±7,5 40,1±2,9 0,134 
Ácido úrico, mg/dl 4,5±0,4 6,6±0,7 6,7±0,5 6,6±0,4 0,104 
Fibrinógeno, mg/dl 247,5±119,5 343,3±17,0 349,1±28,6 341,0±43,3 0,682 
Homocisteina, µmol/l 7,9±1,6 7,8±0,8 7,5±0,8 7,7±0,8 0,991 
vWF, % 92,0±18,0 136,5±15,9 156,7±30,2 161,5±17,1 0,591 
Leptina ng/ml 8,8±1,3 42,6±8,9* 59,5±8,5* 40,6±11,0 0,013 
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IMC, índice de masa corporal; CRP, proteína C reactiva; HOMA, índice HOMA; LDL, lipiproteína de baja 
densidad; HDL, lipoproteínas de alta densidad; vWF, factor von Willebrand. Las diferencias entre 
grupos fueron analizadas por ANOVA seguido del test Tukey o Games-Howell’s. *P < 0,05 vs. LN, †P < 
0,05 vs. OB-NG, ‡P < 0,05 vs. OB-IGT. El HOMA fue transformado logarítmicamente para el análisis 
estadístico. 
Por otro lado, para el estudio de expresión de proteína en tejido adiposo se 
utilizó una segunda cohorte, en la cual no se contó con el análisis de test de 
intolerancia a la glucosa para poder clasificar a los sujetos obesos entre IGT y T2D, 
por lo cual se los englobó en insulino resistentes. La información del perfil 
antropométrico de dichos sujetos se detalla en la Tabla 2. 
Tabla2. Características bioquímicas y antropométricas de sujetos utilizados para estudios de 
expresión de proteína. 
  Obesos   
Variables LN NG Insulino resistentes P (ANOVA) 
n 8 7 6   
Sexo, H / M 3 / 5 3 / 4 3 / 3   
Edad, años 58,75 ± 6,37 42,29 ± 2,93* 39,33 ± 1,86 ** < 0,01 
Peso, kg 61,00 ± 2,86 154,64 ± 9,52 *** 161,40 ± 8,93 *** < 0,001 
          
          
IMC, kg/m2 23,96 ± 0,53 54,17 ± 2,18 *** 55,05 ± 1,96 *** < 0,001 
Circunferencia de cintura, cm 83,00 ± 4,05 132,25 ± 5,36 *** 150,17 ± 7,36 *** < 0,001 
          
Glucosa, mg/dl 95,00 ± 3,46 93,00 ± 5,52 111,00 ± 8,74 0,099 
Insulina, µU/ml 6,00 ± 1,75 14,05 ± 2.35 40,95 ± 0,55 ***,†† < 0,001 
HOMA 1,29 ± 0,24 3,49 ± 0,35 11,63 ± 1,53 ***,††† < 0,001 
Triglicéridos, mg/dl 117,86 ± 10,11 109,00 ± 23,92 139,80 ± 19,21 0,582 
Colesterol total, mg/dl 222,13 ± 12,90 197,14 ± 10,24 187,67 ± 13,31 0,142 
LDL-C, mg/dl 134,57 ± 8,10 140,37 ± 4,41 118,52 ± 11,93 0,355 
HDL-C, mg/dl 53,14 ± 3,03 51,00 ± 7,37 43,40 ± 4,01 0,257 
Ácido úrico, mg/dl 4,48 ± 0,48 6,63 ± 0,38 6,74 ± 0,95 < 0,05 
Los datos están representados como la media ± SEM. Los individuos fueron clasificados por edad, y 
por grasa corporal en los grupos de obesos. LN, delgados; NG, normoglucémicos; H, hombres; M, 
mujeres; IMC, índice de masa corporal; HOMA, índice HOMA; LDL, lipiproteína de baja densidad; HDL, 
lipoproteínas de alta densidad. Las diferencias entre grupos fueron analizadas por ANOVA. *P < 0,05, 
**P < 0,01, ***P < 0,001 vs. LN; ††P < 0,01, †††P < 0,001 vs. OB-NG. El HOMA fue transformado 
logarítmicamente para el análisis estadístico. 
Las muestras se obtuvieron siguiendo la normativa recogida en la legislación 
nacional y europea y aprobada por el Comité Bioético del Hospital Universitario 
Reina Sofía de Córdoba así como de la Clínica Universitaria de Navarra en el caso de 
las muestras utilizadas para estudios de qRT-PCR y del Hospital Virgen de la Victoria 
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de Málaga para el estudio de expresión proteica. En todos los casos se obtuvo el 
consentimiento informado del paciente. 
Tras su obtención, las muestras se congelaron en nitrógeno líquido y se 
almacenaron a –80 oC para los análisis de expresión génica y proteica de tejido 
adiposo total o bien se procesaron para la separación de los componentes celulares 
de dicho tejido, como se describe a continuación. 
 
3.1.2.1. Dispersión de tejido adiposo y obtención de adipocitos maduros y 
fracción de estroma vascular. 
 
Las muestras de tejido destinadas a dispersión celular [tejido adiposo 
omental (TAV) y/o subcutáneo (TASC)] se introdujeron en Krebs-Ringer Hepes 
Buffer (KRB) inmediatamente después de su extracción y a continuación se realizó 
la dispersión celular. Los tejidos destinados a la extracción de ácidos nucleicos o 
proteínas se congelaron rápidamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 
oC hasta su posterior procesamiento. 
La separación celular del tejido adiposo se realizó siguiendo el protocolo 
descrito por Rodbell (1964) y adaptado en nuestro laboratorio (Diaz-Ruiz et al., 
2015). Concretamente, las muestras se sumergieron en 20 ml de tampón KRB pH 
7,4 (NaCl 119 mM, KCl 4,7 mM, MgSO4 1,2 mM, CaCl2 2,5 mM, KH2PO4 1,2 mM, 
Hepes 20 mM, pH 7,4, Glucosa 2 mM, BSA 2%), se eliminaron los restos de vasos 
sanguíneos y el tejido fue troceado en pequeños fragmentos en una placa de Petri 
de cristal con KRB utilizando dos bisturís. Los fragmentos fueron recogidos en 25 ml 
de KRB utilizando una pipeta Pasteur, añadiéndose una solución de colagenasa 2 
mg/ml (Sigma-Aldrich) y la mezcla se incubó durante 1 hora a 37 oC en baño María 
en agitación suave. La solución resultante fue filtrada con filtros tipo cell strainer de 
100 μm de poro para eliminar el tejido no disperso y fue lavada con DMEM 
suplementado con glutamina 4 mM, 1% de mezcla de antibiótico-antimicótico, 1,5 
g/l de bicarbonato y 10% Fetal Calf Serum (FCS) (medio DMEM completo) para 
detener la reacción enzimática. En este punto, se separaron los adipocitos maduros 
de la fracción de estroma vascular (pellet; FSV) mediante una centrifugación a 600 
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x g durante 10 min a 37 oC. Todo el proceso de dispersión y manipulación se llevó a 
cabo en condiciones de esterilidad y empleando material estéril. 
Los adipocitos maduros se resuspendieron en medio de dispersión (DMEM-
F12 suplementado con biotina 8 mM, ácido pantoténico 18 mM, ácido ascórbico 
100 mM, 1% antibiótico/antimicótico y BSA 10 mg/ml) a pH 7,4 y fueron lavados 2 
veces, esperando entre 5 y 10 minutos entre cada lavado para recuperar los 
adipocitos maduros por flotación. Posteriormente a los lavados, se preparó una 
mezcla de 35 μl de adipocitos y 35 μl de matrigel (BD Biosciences, Bedford, MA, 
EE.UU.) que fue colocada rápidamente sobre un cubreobjetos dentro de una placa 
de 35 mm, se esparció la mezcla cuidadosamente sobre la superficie y se dejó 30 
minutos a 37 ᵒC. Pasado este tiempo, se añadió 1 ml de medio de dispersión a la 
placa, que se incubó 1 h a 37 ᵒC, tras lo cual se realizó un lavado con PBS 1X y, a 
continuación, se fijaron los adipocitos con para-formaldehído (PFA) 4% durante 8 
minutos y se continuó el protocolo de inmunotinción (ver apartado 3.3.1.).  
Por su parte, el pellet fue resuspendido en medio DMEM completo, filtrado 
con un cell strainer de 40 μm de poro y centrifugado durante 5 minutos a 400 x g. 
El nuevo pellet fue resuspendido en 500 μl del buffer de lisis de eritrocitos (RBC Lysis 
Solution, Purigene, MN, EEUU), incubado durante 3 min a temperatura ambiente y 
centrifugado a 400 x g durante 10 minutos. El pellet resultante fue dividido en 
alícuotas que se destinaron bien a cultivos celulares o se congelaron a -80 oC hasta 
su procesamiento. En el primer caso, las células de FSV fueron sembradas a razón 
de 20.000 células por placa de 35 mm y cultivadas en medio de mantenimiento 
[DMEMF-12 (Lonza, Vervies, Bélgica) suplementado con 10% NCS, biotina 16 μM, 
ácido pantoténico 18 μM, ácido ascórbico 100 μM y 1% de solución de 
antibiótico/antimicótico] durante 2 días hasta obtener un 60% de confluencia. En 
este punto (día 0 de diferenciación), el medio de cultivo se sustituyó por medio de 
diferenciación 1 [DMEMF-12, biotina 16 μM, ácido pantoténico 18 μM, ácido 
ascórbico 100 μM, 1% de solución de antibiótico/antimicótico y glucosa 17,5 mM 
(medio de diferenciación base) suplementado con 3% NCS, insulina humana 10 
μg/ml, dexametasona 0,1 μM, IBMX 0,5 mM y rosiglitazona 1 μmol/l] durante 3 días. 
A continuación, se cambió el medio por medio de diferenciación 2 (medio de 
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diferenciación base suplementado con 3% NCS, insulina humana 10 μg/ml y 
dexametasona 0,1 μM), que fue sustituído cada 2 días hasta el final de la 
diferenciación. 
 
3.2. Transfección y electroporación de cultivos celulares 
 
3.2.1. Vectores de expresión y silenciamiento y siRNAs utilizados 
 
En el presente estudio se utilizaron varios vectores de sobreexpresión y 
silenciamiento detallados en la Tabla 3. El vector pCMV-cMyc, utilizado como control 
fue adquirido en Clontech (Mountain View, CA, EE.UU.). Los vectores de 
sobreexpresión de NECC2 pCMV-cMyc- y pGFP- fueron construidos en nuestro 
laboratorio con anterioridad (Diaz-Ruiz et al, 2013). Como control de sobreexpresión 
de GFP se utilizó el vector comercial phrGFP-N1 (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, EE.UU.). Los vectores de sobreexpresión de Rab34, así como los mutantes 
constitutivamente activo (Q111L) e inactivo (T66N) fueron amablemente 
proporcionados por el Dr. Tuanlao Wang (Membrane Biology Laboratory, Institute of 
Molecular and Cell Biology, Singapur, Singapur). Las bacterias, conteniendo los 
vectores Arf1-GFP (#39554) y pcDNA3.1mycBioID (#35700) se obtuvieron de 
Addgene (Cambridge, MA, EE.UU.). El vector pcDNA3.1mycBioID fue utilizado para 
introducir la secuencia de Rab34 utilizando primers específicos (forward 5’-
CGACTCGAGATGATGAACATTCTGGCGCCC-3’ y reverse 5’- CGAGGATCCTCAGGG 
ACAACATGTGGCC-3’) entre los sitios de restricción XhoI y BamHI. En cuanto a los 
vectores pGFP-HSL y pGFP-ATGL fueron proporcionados por el Dr. Takashi Osumi 
(Graduate School of Life Science, University of Hyogo, Hyogo, Japón). 
Para los experimentos de silenciamiento se emplearon dos estrategias. La 
primera consistió en la generación de un vector de expresión con la secuencia shRNA 
5´-GGAGGAGATAAGATTTAAA-3, específica para el silenciamiento de NECC2. En este 
caso se utilizó como control la transfección de un vector para silenciamiento 
conteniendo el shRNA 5’-GCATTGAAGGCGAGAATTATTCAAGAGATAATTCTCGCC 
TTCAATGC-3’ que carece de un ARNm diana concreto en células eucariotas (Béglé  et 
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al., 2009). Ambos vectores de expresión contenían la secuencia codificante de a GFP 
que fue utilizada para control del índice de transfección. 
Por otro lado, la segunda estrategia utilizada para silenciamiento de Rab34 
fue el uso del siRNA comercial ON-TARGETplus SMART mouse Rab34 (GE Dharmacon, 
Lafayette, CO, EE.UU.) y como control se empleó un siRNA comercial (Sigma-Aldrich). 
En todos los casos, las células fueron co-transfectadas con siRNAs Rab34 o control en 
paralelo con el vector de expresión phr-GFP-N1, que sirvió para estimar el índice de 
transfección celular en cada experimento. 




  pCMV-cMyc Clontech (Mountain View, CA, EE.UU.) 
pCMV-cMyc-NECC2 Díaz-Ruiz et al., 2013 
pGFP-NECC2 Díaz-Ruiz et al., 2013 
phrGFP-N1 Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE.UU.) 
pEGFP-Rab34-WT Tuanlao Wang (Singapure, Singapure) 
pEGFP-Rab34-Q111L Tuanlao Wang 
pEGFP-Rab34-T66N Tuanlao Wang  
Arf1-GFP Addgene (Cambridge, MA, EE.UU.) 
pcDNA3.1mycBioID-Rab34 Desarrollado en este estudio 
 pGFP-ATGL Takashi Osumi (Hyogo, Japón) 
pGFP-HSL Takashi Osumi 
Kate-Rab34-WT En estudio  
pEGFP-N2-RNAi Nicolas Vitale (Estrasburgo, Francia) 
shRNA-NECC2 Díaz-Ruiz et al., 2013 
 
3.2.2. Transfección transitoria de líneas celulares 
Los vectores plasmídicos de expresión fueron introducidos en células HepG2 
y 3T3-L1 en días tempranos de diferenciación mediante transfección con 
lipofectamina 2000 (Invitrogen, Barcelona, España) o el reactivo polietilenimina, PEI 
(Polysciences Inc., Warminster, PA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones de los 
fabricantes. Las células HepG2 fueron transfectadas 2 ó 3 días tras su siembra, 
cuando el cultivo alcanzó una confluencia aproximada del 80%, mientras que, en el 
caso de las 3T3-L1, la transfección fue llevada a cabo a los 8 días tras su siembra 
(correspondiente al día 3 de diferenciación). Independientemente del reactivo de 
trasfeccción empleado, se utilizó 1 μg de los distintos vectores de expresión por 
72 
    MATERIALES Y MÉTODOS     
 
cada 10 cm2 de superficie de cultivo celular.  
 
3.2.3. Electroporación de células 3T3-L1 
 
La introducción de vectores de expresión en células 3T3-L1 a partir de día 6 de 
diferenciación se llevó a cabo mediante electroporación, ya que la tranferencia 
génica por métodos químicos resulta poco eficaz una vez que las células han 
adquirido gotas lipídicas. Para las electroporaciones se utilizó el sistema Gene Pulse 
X-cell (BioRad, Hercules, CA, EE.UU.) y cubetas de 2 mm de grosor (BioRad). Cada 
electroporación se realizó en un volumen final de 100 μl de medio D-PBS (Dulbecco-
PBS sin Mg2+ ni Ca2+, GibcoBRL), conteniendo aproximadamente 3.000.000 de células 
junto con 10 μg del vector correspondiente. Para la electroporación se utilizaron los 
siguientes parámetros: voltaje de 0,11 Kv y 500 μF de capacitancia durante 5 s. Una 
vez que las células fueron expuestas a la electroporación fueron resuspendidas en 1 
ml de medio completo y finalmente sembradas en las placas correspondientes. 
Pasadas 24 h de la electroporación, el medio de cultivo fue refrescado y se utilizaron 
las células a las 48 h. En aquellos cultivos destinados a experimentos de imagen 
celular, las células electroporadas se cultivaron sobre cubreobjetos previamente 
tratados con Colágeno Tipo I (BD Bioscences, Bedford, MA, EE.UU.) a una 
concentración de 0,77 mg/ml. 
3.3. Localización intracelular de NECC2 
3.3.1. Estudios de localización intracelular por inmunocitoquímica. 
 
Se analizó la distribución intracelular de NECC2 en adipocitos 3T3-L1 en 
respuesta a la exposición a metil-β-ciclodextrina (BMCD) o latrunculina B para 
determinar el efecto de la desestabilización de las caveolas y del citoesqueleto de 
actina, respectivamente (Molero et al., 2001; Eyster et al., 2005). Previamente a los 
tratamientos, las células se mantuvieron en medio DMEM con 4,5 g/l de glucosa 
suplementado con L-glutamina 4 mM, antibiótico-antimicótico al 1% (v/v) y 1,5 g/l de 
bicarbonato sódico durante 2 h (pretratamiento). A continuación, las células se 
incubaron en medio fresco sin suero conteniendo BMCD (5 μg/ml) (Sigma-Aldrich) 
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durante 90 min o latrunculina B (10 μM) (Calbiochem, Darmstadt, Alemania) durante 
30 min. Como controles se utilizaron cultivos paralelos de células 3T3-L1 que se 
mantuvieron en medio de pretratamiento bajo las mismas condiciones 
experimentales que los cultivos expuestos a los tratamientos descritos. Tras los 
tratamientos, las células se lavaron y procesaron para su inmunotinción y 
observación mediante microscopía confocal (ver apartado 3.7.). 
Para la detección de las proteínas por inmunofluorescencia, las células se 
fijaron en para-formaldehído al 4% (m/v) a temperatura ambiente en tampón PBS 
[PBS 0,01M, pH 7,4] durante 10 min. Posteriormente, se lavaron tres veces con 
tampón PBS y se incubaron con tampón de bloqueo [PBS conteniendo saponina al 
0,3% (v/v) y BSA al 1% (m/v)] durante 1 h. A continuación, las células se incubaron 
con el anticuerpo primario diluido en tampón de anticuerpo [PBS conteniendo 
saponina al 0,3% (v/v) y BSA al 0,5% (m/v)] durante toda la noche a 4 oC. En la Tabla 
4 se indican los diferentes anticuerpos primarios utilizados para los estudios de 
inmunocitoquímica. El exceso de anticuerpo primario no unido fue eliminado 
mediante tres lavados con tampón PBS y las células fueron incubadas con el 
anticuerpo secundario apropiado conjugado con el fluorocromo Alexa 405, 488 ó 594 
(Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.) a temperatura ambiente durante 2 h. 
Finalmente, las células se lavaron tres veces con tampón PBS y el cubreobjetos 
conteniendo las células inmunoteñidas se montó sobre un portaobjetos utilizando 
medio de montaje de PBS: Glicerol (1:1), DAPI [Tris-HCl 0,1 M, glicerol al 70% (v/v), n-
propilgalato al 2% (m/v), DAPI 1 μg/ml (Sigma-Aldrich), pH 9] o Fluorescent Mounting 
Medium (Dako, Carpinteria, CA). Por su parte, para el marcaje de los filamentos de 
actina se utilizó faloidina (Sigma-Aldrich) a una concentración de 0,15 µM durante 30 
min sobre células una vez fijadas y luego se continuó con el protocolo de 
inmunocitoquímica. 
Para la detección de las proteínas por inmunofluorescencia, las células se 
fijaron en para-formaldehído al 4% (m/v) a temperatura ambiente en tampón PBS 
[PBS 0,01M, pH 7,4] durante 10 min. Posteriormente, se lavaron tres veces con 
tampón PBS y se incubaron con tampón de bloqueo [PBS conteniendo saponina al 
0,3% (v/v) y BSA al 1% (m/v)] durante 1 h. A continuación, las células se incubaron 
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con el anticuerpo primario diluido en tampón de anticuerpo [PBS conteniendo 
saponina al 0,3% (v/v) y BSA al 0,5% (m/v)] durante toda la noche a 4 oC. En la Tabla 
4 se indican los diferentes anticuerpos primarios utilizados para los estudios de 
inmunocitoquímica. El exceso de anticuerpo primario no unido fue eliminado 
mediante tres lavados con tampón PBS y las células fueron incubadas con el 
anticuerpo secundario apropiado conjugado con el fluorocromo Alexa 405, 488 ó 594 
(Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.) a temperatura ambiente durante 2 h. 
Finalmente, las células se lavaron tres veces con tampón PBS y el cubreobjetos 
conteniendo las células inmunoteñidas se montó sobre un portaobjetos utilizando 
medio de montaje de PBS: Glicerol (1:1), DAPI [Tris-HCl 0,1 M, glicerol al 70% (v/v), n-
propilgalato al 2% (m/v), DAPI 1 μg/ml (Sigma-Aldrich), pH 9] o Fluorescent Mounting 
Medium (Dako, Carpinteria, CA). Por su parte, para el marcaje de los filamentos de  
actina se utilizó faloidina (Sigma-Aldrich) a una concentración de 0,15 µM durante 30 
min sobre células una vez fijadas y luego se continuó con el protocolo de 
inmunocitoquímica. 
3.3.2. Estudios de la distribución de NECC2 mediante fraccionamiento 
subcelular 
3.3.2.1. Fraccionamiento de caveolas 
 
Para el aislamiento de caveolas, se adaptó el método descrito por Peiró y 
colaboradores basado en la centrifugación de un extracto celular, obtenido en un 
tampón “libre de detergentes”, en un gradiente discontinuo de sacarosa (Peiro et al., 
2000). Así, las células 3T3-L1 a día 6 de diferenciación crecidas a confluencia en placas 
de 15 cm de diámetro se recogieron por raspado de la placa en 0,5 ml de tampón de 
lisis (500 mM carbonato sódico, pH 11,0) conteniendo inhibidores de proteasas 
[PMSF 0,1 mM; quimostatina 5 µg/ml, leupeptina 5 µg/ml, antipaina 5 µg/ml, 
pepstatina A 5 µg/ml (CLAP)]. El extracto celular fue transferido a un tubo de plástico 
y se lisó haciéndolo pasar 20 veces a través de una aguja 25-G. Posteriormente, el 
homogenado se ajustó a una concentración de 45% de sacarosa mediante la adición 
de 0,5 ml de una solución de sacarosa al 90% preparada en tampón MBS [25 mM 
MES, pH 6.5, 0.15 M NaCl]. El homogenado se situó en el fondo de un tubo de 
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ultracentrífuga y sobre él se generó un gradiente discontínuo de sacarosa 5-35% 
mediante la adición de 2,4 ml de una solución de sacarosa al 35% y 0,6 ml de una 
solución de sacarosa al 5%, ambas preparadas en tampón MBS conteniendo 250 mM 
de carbonato sódico. El gradiente discontinuo obtenido (5-35-45 %) se centrifugó a 
30.000 rpm durante 4 horas a 4 ᵒC en un rotor SW60 (Beckman Coulter), y se 
recogieron nueve fracciones de 450 μl desde la parte superior del gradiente. En 
algunos experimentos, las proteínas de cada fracción fueron precipitadas mediante 
el método cloroformo/metanol (ver apartado 3.6.2.2.), y los precipitados fueron 
resuspendidos en 40 μl de tampón de carga 1,5x. La distribución de las distintas 
proteínas en las nueve fracciones (F1 a F9) obtenidas fue analizada mediante Western 
Blotting. 
3.3.2.2. Aislamiento de fracciones citosólica y de membrana de los adipocitos 
 
El aislamiento de las fracciones citosólicas y de membrana de adipocitos 3T3-
L1 se llevó a cabo lavando previamente las células con tampón de homogeneización 
HES (HEPES 20 mM, sacarosa 255 mM y EDTA 1 mM, pH 7,4). A continuación, las 
células fueron recogidas en un volumen final de 1 ml de tampón de homogeneización 
con inhibidores de proteasas [CLAP (1 µl/ml solución 0,1%]) y PMSF (1 µl/ml solución 
0,1%)] y homogenizadas con un homogenizador vidrio-vidrio durante 30 s. 
Posteriormente, el lisado fue pasado 20 veces a través de una aguja 25-G y 
centrifugado a 1.000 x g durante 10 min a 4 oC para eliminar los núcleos y las células 
no lisadas. Una alícuota del sobrenadante resultante (postnuclear supernatant, PNS) 
fue guardada para su posterior análisis. Por otro lado, el resto del sobrenadante fue 
centrifugado a 200.000 x g durante 2 h a 4 oC para obtener la fracción cruda de 
membrana (pellet) y la fracción citosólica (sobrenadante). El pellet fue resuspendido 
en 1 ml de tampón RIPA [Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 
1% (v/v), deoxicolato sódico 1% (m/v), SDS 0,1% (m/v), pH 7,4] suplementado con 
inhibidores de proteasas [CLAP (1 µl/ml solución 0,1%]) y PMSF (1 µl/ml solución 
0,1%)] mediante pipeteo, pasando el extracto 5 veces a través de una aguja 25-G y 
sonicando. A continuación, se añadió la cantidad de volumen necesaria para igualar 
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el volumen de la fracción citosólica. Las fracciones obtenidas fueron precipitadas con 
acetona (ver apartado 3.6.2.2. 
3.4. Localización intracelular de Rab34 
3.4.1. Estudios de localización intracelular por inmunocitoquímica 
 
Para determinar la localización intracelular de Rab34 mediante 
inmunocitoquímica se empleó el mismo procedimiento empleado para NECC2 (ver 
apartado 3.3.1.) con la diferencia que para el análisis de Rab34 se utilizaron los 
anticuerpos primarios detallados en la Tabla 5. 
La localización de Rab34 en las células 3T3-L1 también fue estudiada con el uso 
de la proteína exógena y su mutante activo Rab34 Q111L. Para ello se utilizaron 
células 3T3-L1 a día 6 de diferenciación en las cuales se sobreexpresaron dichas 
proteínas mediante electroporación (ver apartado 3.2.3.) 
Adicionalmente, en aquellos casos en que únicamente se analizó la distribución 
de una proteína expresada exógenamente y unida a un marcador fluorescente (GFP), 
el protocolo de preparación de las muestras terminó tras la fijación, salvo que se 
estudiara su localización en combinación con alguna proteína endógena. En tales 
casos, la muestra se procesó a continuación para revelar la(s) proteína(s) endógenas 
utilizando el protocolo de inmunocitoquímica (ver apartado 3.3.1.) y los fluorocromos 
complementarios para realizar los dobles o triples marcajes. 






Nombre Origen Dilusión Proporcionado por 
Anti-Rab34 Conejo 1/500 Abcam 
Anti-GM130 Ratón 1/500 BD Bioscences 
Anti-Perilipina Cobaya 1/1000 Progen 
Anti-Sec23 Ratón 1/100 Santa Cruz 
Anti-Ergic53 Ratón 1/100 Santa Cruz 
Anti-Sintaxina6 Ratón 1/500 BD Biosciences 
Anti-Arf1 Ratón 1/500 Abcam 
Anti-HSL Conejo 1/1000 Abcam 
Anti-Golgin97 Ratón 1/500 Invitogen 
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3.5. Estudios funcionales 
3.5.1. Análisis del papel de NECC2 sobre la señalización mediada por 
insulina en adipocitos 
Para analizar la respuesta intracelular activada por insulina en adipocitos 
3T3-L1, se evaluaron los niveles de fosforilación de enzimas de la ruta de 
señalización asociada a insulina. Concretamente, en el presente estudio se 
analizaron los niveles de fosforilación de Akt y Erk en células en las que la expresión 
de NECC2 había sido modificada por sobreexpresión. Para ello, se utilizó el vector 
pGFP-NECC2 o su control, el vector vacío (mock). Las células electroporadas se 
distinguieron de otras células en el mismo cultivo por medio del uso del epítopo 
GFP como reportero de la electroporación. Así, los adipocitos 3T3-L1 fueron 
electroporados y sembrados en placas de 35 mm de diámetro. Los cultivos fueron 
sometidos a 2 h de pretratamiento con medio sin suero. Posteriormente, se añadió 
insulina 100 nM durante periodos cortos de tiempo (0, 5, 10, 15 y 20 min) y se 
recogieron los extractos proteicos en tampón SDS-DTT calentado previamente a 65 
oC como se ha descrito previamente (ver apartado 3.3.1.). Como indicador de la 
respuesta celular activada por insulina, se analizaron los niveles de fosforilación de 
las proteínas Akt y Erk durante los tiempos de estimulación indicados. Para ello se 
llevó a cabo un Western Blotting utilizando los anticuerpos anti-fosfo-Akt (pAkt) 
(Ser473) y anti-fosfo-Erk (pErk) (Thr202/Tyr204).  Del mismo modo,  a partir de  los 
mismos extractos, se analizó la cantidad total de Akt y Erk, respectivamente, 
utilizando anticuerpos anti-Akt y anti-Erk, normalizando así la carga de proteína en 
las diferentes calles. Finalmente, para obtener una cinética normalizada en la 
respuesta de Akt, los valores de densidad óptica (DO) obtenidos fueron referidos al 
valor de 5 min de estimulación con insulina de las células control (ya que no se 
observa fosforilación de Akt en ausencia del tratamiento).  
Un ensayo similar fue realizado en condiciones de silenciamiento, en este 
caso las células fueron electroporadas con el siRNA R1, o el siRNA control (mock) y 
expuestas a insulina a periodos de 0, 5, 10, 20 y 40 min de insulina 100 nM. 
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3.5.2. Modelos celulares de obesidad para el análisis de la expresión 
de NECC2 y Rab34 
Por otra parte, se establecieron diversos modelos de adipocitos in vitro de 
hipertrofia celular y/o resistencia a insulina para determinar la regulación de 
NECC2, siguiendo la metodología puesta a punto en el laboratorio (Díaz-Ruiz et al., 
2015). Concretamente, a día 6 de diferenciación y tras 2 h de pretratamiento en 
medio libre de suero, los adipocitos 3T3-L1 se expusieron a oleato (500 µmol/l) 
(Sigma-Aldrich) o  palmitato (500 µmol/l) (Sigma-Aldrich) en medio DMEM con BSA 
libre de ácidos grasos (Sigma-Aldrich) al 2% durante 18 horas para simular la 
sobrecarga de ácidos grasos a la que está sometida el tejido adiposo en obesidad, 
TNF-α (5 nmol/l) para simular in vitro el ambiente proinflamatorio existente en el 
tejido adiposo, o medio rico en glucosa (4,5 g/l) e insulina (100 nmol/l) (alta 
glucosa/alta insulina, HGHI) durante 24 h, para imitar las altas concentraciones 
circulantes de estos compuestos en condiciones de resistencia a insulina. En todos 
los experimentos se emplearon cultivos adicionales de células control, que se 
mantuvieron bajo las mismas condiciones experimentales que los cultivos 
expuestos a los tratamientos descritos. Al final de los tratamientos, las células se 
procesaron para estudios de Western Blotting (ver apartado 3.6.3.). 
3.5.3. Estudios del efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre la 
organización estructural y funcional del aparato de Golgi 
Para evaluación el efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre el aparato 
de Golgi se utilizaron células 3T3-L1 a día 3 de diferenciacíon.  Así, las cuales fueron 
transfectadas (ver apartado 3.2.) con el vector de expresión pEGFP-Rab34 o con el 
vector phrGFP-N1, utilizado como control. Pasadas 48 h las células fueron fijadas 
e inmunoteñidas con el anticuerpo anti-GM130 y analizadas por microscopia 
confocal. Una vez obtenidas las imágenes se cuantificó el número y área de las 
estructuras tubulo-vesiculares marcadas con GM130 en cada célula usando el 
software ImageJ 1,40V (NIH, EE.UU.) de la siguiente manera: se estableció un 
umbral binario (60-255 niveles de gris) que se aplicó a la proyección máxima de 
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planos en el eje Z de cada imagen, y se aplicó un filtro de tamaño superior a 5 
pixels2 para minimizar la elección de ruido de fondo, como estructuras del aparato 
de Golgi.  
3.5.4. Estudio de la acción de Rab34 en el proceso de adipogénesis 
Para analizar la relación de Rab34 con el proceso de adipogénesis y su 
posible asociación a gota lipídica se emplearon células 3T3-L1 a día 6 de 
diferenciación. Para emular el acúmulo de ácidos grasos en las células, éstas fueron 
cultivadas en placas de 35 mm de diámetro con cubreobjetos en su interior y 
expuestas durante 2 h a medio deprivado de suero y posteriormente incubadas con 
1 ml de medio en presencia o ausencia de ácido oleico 250 μM durante 18 h. A 
continuación, las células fueron lavadas 3 veces con 1 ml de PBS 1X con agitación 
durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron fijadas 
con PFA 4% durante 10 minutos. Una vez fijadas, las células se procesaron para 
inmunocitoquímica o tinción por Oil Red O (Sigma-Aldrich). En el primer caso las 
células fueron inmunoteñidas con anti-Rab34 en combinación con anti-PLIN y 
observadas al microscopio confocal. En el segundo caso, pasado el tiempo de 
fijación, el PFA fue retirado y se realizó un lavado rápido con 1 ml de isopropanol 
60%. Tras la retirada del isopropanol, las células de secaron durante 15-30 min y se 
tiñeron con Oil Red O [6 partes de solución stock de Oil Red O (0,35 g Oil Red O en 
100 ml de isopropanol) y 4 partes de agua destilada] durante 30 min a temperatura 
ambiente. Finalmente, las células fueron lavadas 4-6 veces con agua destilada y 
montadas sobre un portaobjetos.  Las células teñidas se observaron al microscopio 
confocal y se adquirieron, de forma aleatoria, 10 células por condición. 
Posteriormente las imágenes se deconvolucionaron y se las utilizó para hacer la 
medición del número medio de gotas lipídicas y del tamaño medio de las mismas 
utilizando el software ImageJ 1.40v. Para cuantificar el número y tamaño de las GLs 
se seleccionó el contorno de la célula para definir su área y delimitar las GLs en su 
interior, posteriormente se aplicó un umbral binario (60-200 niveles de gris) a la 
proyección máxima de planos en el eje Z de cada imagen, se hizo la conversión de 
μm2 a pixels2 utilizando como referencia el núcleo de la célula (10 μm de diámetro), 
las GLs se definieron para estructuras superiores a 20 pixels2. 
80 
    MATERIALES Y MÉTODOS     
 
Adicionalmente, se analizó la relación de Rab34 en la adipogénesis en 
condiciones patológicas, para ello se empleó la línea celular HepG2, caractarizada 
por no tener GLs en condiciones basales. Así pues, se indujo la formación de gotas 
lipídicas en esta línea celular mediante un tratamiento con oleato (250 µmol/l) en 
ausencia de suero durante 18 h. Transcurrido este tiempo, las células se procesaron 
para su inmunotinción y posterior observación al microscopio confocal. 
3.5.4.1. Determinación de la actividad lipogénica de células 3T3-L1  
Las células expresando el vector de expresión pEGFP-Rab34 o phrGFP-N1 
como control, se lavaron una vez con medio DMEM sin rojo fenol complementado 
con NaHCO3 20 mM, HEPES 1 mM, L-glutamina 4 mM y antibiótico-antimicótico al 
1% (v/v), pH 7,4, para eliminar restos celulares y posteriormente se incubaron 
durante 2 h en medio de pretratamiento. A continuación, dicho medio fue 
sustituído por medio sin rojo fenol al que se añadió, o no, ácido oleico 250 μM 
durante 18 h y suplementado, o no, con insulina 100 nM durante las últimas 4 h. 
Tras este tiempo, se recogieron las células en tampón RIPA para así determinar los 
triglicéridos intracelulares, tomándose además una pequeña alícuota de extracto 
celular para la determinación de proteína en cada extracto mediante el método de 
Bradford (Bradford, 1976). Para valorar la lipogénesis, se cuantificó la cantidad de 
triglicéridos intracelulares acumulados utilizando el método colorimétrico del kit 
comercial (Sigma-Aldrich). La Figura 16 muestra las reacciones llevadas a cabo con 
las enzimas y sustratos presentes en el kit.  
 
Figura 16. Reacciones que se llevan a cabo para la cuantificación de TAGs en las muestras. 
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Para este análisis, se utilizaron 50 μl de extracto proteico [ó 10 μl de Glycerol 
Standard (en dilución 1/10 y puro)] y 160 μl de Free Glicerol Reagent y se midió la 
absorbancia a 540 nm transcurridos 15 min a temperatura ambiente. A 
continuación, se añadieron 40 μl de Triglyceride Reagent, se esperó otros 15 min y 
se midió de nuevo la densidad óptica a 540 nm. Así, se obutvo la cantidad de 
trigliceridos intracelulares, que fueron expresados en función a la cantidad de 
proteína de cada muestra (mg de triglicéridos/g de proteína). 
3.5.4.2. Determinación de la actividad lipolítica de células 3T3-L1 
 
De igual manera que en la medida lipogénica, las células sobreexpresando 
Rab34, se lavaron una vez con medio DMEM sin rojo fenol (Sigma-Aldrich) 
complementado con NaHCO3 20 mM, HEPES 1 mM, L-glutamina 4 mM y antibiótico-
antimicótico al 1% (v/v), pH 7,4, para eliminar restos celulares, y posteriormente se 
incubaron durante 2 h en dicho medio (pretratamiento). A continuación, dicho 
medio fue sustituído por medio sin rojo fenol suplementado, o no, con 
isoproterenol (10 μM) y se incubaron durante 4 h. Tras este tiempo, se recogió el 
medio, se centrifugó a 6.000 x g durante 5 min para eliminar los restos celulares, y 
se llevó a cabo la cuantificación de glicerol libre utilizando el método colorimétrico 
del kit comercial Free Glycerol Determination Kit (Sigma-Aldrich). Este kit contiene 
las enzimas y sustratos necesarios para llevar a cabo las reacciones que se indican 
en la Figura 17. 
 
 
Figura 17. Reacciones que se llevan a cabo para la cuantificación de glicerol libre en el medio. 
 
82 
    MATERIALES Y MÉTODOS     
 
El medio recogido se centrifugó a 6.000 x g durante 5 min para eliminar los 
restos celulares. Para la cuantificación del glicerol se utilizaron 50 μl de este medio (ó 
10 μl de Glicerol Standard [en dilución 1/10 y puro]), a los que se añadieron 200 μl de 
Free Glicerol Reagent. Posteriormente, la mezcla se incubó durante 15 min a 
temperatura ambiente para posteriormente medir la DO a 540 nm. Por otra parte, 
también se recogieron las células de cada pocillo en tampón RIPA para la 
cuantificación de proteína mediante el método de Bradford. 
 
3.5.5. Estudio del efecto de la sobreexpresión de Rab34 en el 
metabolismo lipídico en adipocitos 
 
Para ello células 3T3-L1 fueron transfectadas a día 3 de diferenciación con los 
vectores GFP vacío, utilizado como control, y GFP-Rab34. Pasadas 48 h de la 
transfección las células fueron expuestas a 2 h de pretratamiento con medio de 
cultivo sin suero, y posteriormente expuestas durante 4 h a isoproterenol 10 μM. Una 
vez finalizado el tratamiento las células fueron fijadas e inmunomarcadas con anti-
HSL y observadas al microscopio confocal. En el caso de las células utilizadas para 
cuantificación de GLs y área de las mismas, se realizó un tratamiento con ácido oleico 
250 μM durante 18 h, en presencia o ausencia de isoproterenol 10 μM durante las 
últimas 4 h de cultivo. Pasado este período, las células fueron fijadas y expuestas al 
anticuerpo anti-HSL y visualizadas por microscopía confocal. Para el análisis del 
número de GLs y área de las mismas se evaluó mediante ImageJ 1.40g como se 
describió anteriormente (ver apartado 3.5.4.). El grado de colocalización entre HSL y 
GFP-Rab34 fue examinado por inspección visual de las imágenes confocales 
individualmente y se consideró colocalización cuando las señales fluorescentes 
fueron coincidentes en los mismos planos. El coeficiente de colocalización se evaluó 
posteriormente por el coeficiente de Manders usando el software Imaris 7.4.2. 
(Bitplane, Zurich, Suiza). El coeficiente de Manders varía entre 0 y 1, siendo 0 ausencia 
de colocalización y 1 una superposición perfecta de ambas señales fluorescentes 
(Cruz-García et al., 2012). 
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3.5.6. Identificación de proteínas interactoras de Rab34 
Para aislar e identificar las posibles proteínas que interactúan con Rab34 se 
empleó la técnica denominada identificación de biotina dependiente de la 
proximidad, BioID (modificado de Roux et al., 2012), para la cual las células fueron 
electroporadas con el vector pcDNA3.1mycBioID-Rab34. Transcurridas 24 h, las 
células se incubaron con medio fresco suplementado con 1 μg/ml de doxiciclina y 50 
μM de biotina durante 24 h. A continuación, las células fueron lavadas 3 veces con 
PBS 1X y lisadas a 25 ᵒC en 1 ml de buffer de lisis (50 mM Tris, pH 7,4, 500 mM NaCl, 
0,4% SDS, 5mM EDTA, 1 mM DTT, y 1X de inhibidores de proteasas [Roche]) y 
posteriormente sometidas a 3 pulsos de sonicación de 10 s cada uno en presencia de 
Tritón X-100 (2%). Posteriormente se añadió un volumen igual de 50 mM Tris (pH 7,4) 
a 4 ᵒC y se realizó una nueva serie de sonicación. Desde este punto, los pasos 
subsiguientes se realizaron a 4 ᵒC. Las células fueron centrifugadas a 16.000 x g y el 
sobrenadante fue incubado con Dynabeads (en proporciones iguales mg proteína: 
mg de Dynabeads) (MyOne Streptavadin C1; Invitrogen, Barcelona) durante toda la 
noche. Al día siguiente las beads fueron recolectadas y lavadas dos veces durante 8 
min a 25 ᵒC en 1 ml de buffer 1 (2% SDS en H2O). A partir de este punto, los pasos 
subsiguientes se realizaron a 25 ᵒC. Las beads a continuación fueron lavadas una vez 
con el buffer 2 (0,1% de deoxicolato sódico, 1% Tritón X-100, 500 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, y 50 mM Hepes, pH 7,5) una vez con buffer 3 (250 mM LiCl, 0,5% NP-40, 0,5% 
deoxicolato sódico, 1 mM EDTA, y 10 mM Tris, pH 8,1) y dos veces con el buffer 4 (50 
mM Tris, pH 7,4, y 50 mM NaCl). En este punto las beads fueron divididas para realizar 
estudios paralelos, el 10% (pequeña escala) se reservó para hacer un análisis por 
Western Blot y el 90% (gran escala) fue utilizado para espectrometría de masas. 
Para el estudio a pequeña escala las proteínas fueron separadas de las beads 
magnéticas a 98 o C con 50 μl de Laemmli SDS buffer de muestra saturado con biotina. 
Posteriormente el extracto fue expuesto a un 1D SDS-PAGE y teñido con azul de 
Coomassie. Las bandas obtenidas fueron posteriormente analizadas mediante LC-
MS/MS. 
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Para el estudio a gran escala las beads fueron previamente lavadas dos veces 
en 50 mM NH4HCO3, a continuación una suspensión de 100 μl de beads fue expuesta 
a 20 mM DTT a 37 ᵒC por 30 min para reducir las proteínas, transcurrido este tiempo 
se agregó yodoacetamida hasta una concentración final 20 mM y se incubó las beads 
a 37 ᵒC durante 40 min en la oscuridad para la alquilación. Finalmente se agregó 
tripsina graduada para espectrometría de masas (Promega) a una relación 1:50 para 
digestión durante toda la noche a 37 ᵒC. Al día siguiente las beads magnéticas fueron 
separadas mediante atracción magnética y se agregó ácido fórmico a la suspensión 
de péptidos hasta una concentración del 2%. A la solución resultante se le realizó un 
análisis de espectrometría de masas por un sistema nano-LC system Ekspert nLC415 
(Eksigent, Dublin, CA) usando una columna C18 (75 μm x 25 cm, 3 μm, 100 Å) (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) con un flujo constante de 300 nl/min. El 
espectrómetro de masas en un híbrido cuadrupolo-tiempo de vuelo Triple TOF 5600+ 
(Sciex, Redwood City, CA). Para hacer el análisis de los péptidos se utilizó el software 
Protein Pilot v 5.0.1 (AB-Sciex, Framingham, MA). La posterior identificación de 
péptidos y proteínas se realizó con el software Potein Pilot (version 5.0.1, Sciex) con 
una base de datos Swiss-Prot de proteínas humanas o de ratón (según sea el caso), 
concatenada real/reversa, dejando fijos algunos péptidos de la secuencia e 
invirtiendo otros, para evaluar la especificidad de los mismos y eliminar falsos 
positivos, utilizando un false discovery rate (FDR) del 1%. La búsqueda se realiza 
marcando alquilación de cisteínas como modificación y tripsina como enzima 
utilizada para la digestión. 
 
3.6. Métodos de análisis de muestras 
 
3.6.1. Extracción de ARN y cuantificación de ARNm por qRT-PCR 
 
Se utilizaron muestras congeladas de células 3T3-L1 a diferentes estadios de 
diferenciación (0, 3, 6, 10 y 12 días) para extraer ARN total utilizando el método de 
TRIzol (Tri® Reagent, Invitrogen, Carlsbad, CA), siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Adicionalmente, se utilizaron muestras congeladas de tejido adiposo 
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humano, tanto visceral como subcutáneo, que fueron homogenizadas 
mecánicamente con un ULTRA-TURRAX T25 (IKA® Werke GmbH, Staufen, Alemania) 
utilizando TRIzol. Posteriormente, el ARN fue extraído de cada muestra utilizando el 
kit comercial RNAeasy Lipid Tissue (Qiagen, Madrid, España), controlándose su 
integridad y concentración (2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies, Santa Clara, CA). 
El ARN total fue digerido con DNAsa RQ1 (Promega, Sydney, Nueva Gales del) previo 
a la RT-PCR. Los niveles de expresión de NECC2 y de ARN 18S ribosomal (rARN) como 
gen control, fueron medidos por PCR a tiempo real utilizando el Sistema iCyclerTM 
Real-Time PCR (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Especificamente, 1 µg de ARN 
total fueron sometidos a una transcripción inversa utilizando oligos aleatorios 
utilizando el kit First Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Burlington, Ontario, Canada). 
Finalmente, la RT-PCR fue llevada a cabo con 1 μL de ADNc y 24 μL de mezcla de 
reacción [12,5 μL de 2x SYBR Green Supermix (BioRad), 9,5 µL de H2O2 libre de ARNasa 
y 1 μL de los primers correspondientes (ratón NECC2: sentido, 5’-
GCCATCAACTTCCACCATACA-3’; antisentido, 5’-TGGTCAGATTGGCGTTATCC-3’, 
humano NECC2: sentido, GCGGGACAAGCTGTTAAGATTC; antisentido, 
AAGCCTCTTCGTCGTATCCAAA, 18S: sentido, 5´CCCATTCGAACGTCTGCCCTATC-3´; 
antisentido, 5´-TGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTA-3´)]. Para el análisis cuantitativo del 
ADNc, los datos de RT-PCR se procesaron siguiendo un método basado en curvas 
estándar (Pulido et al., 2011). La expresión de NECC2 fue normalizada respecto a los 
transcritos del gen control. Todas las mediciones fueron llevadas a cabo por 
duplicado. En todos los ensayos se utilizaron controles negativos que no contenían 
ADNc. La fidelidad de la PCR fue determinada por un análisis de las temperaturas de 
fusión, el que consiste en verificar el la curva emitida por el SBYR Green mediante la 
temperatura de fusión de los oligos, para verificar que se genere un único pico en la 
lectura de emisión de fluorescencia y así comprobar la especificidad de los oligos. 
3.6.2. Análisis de proteínas 
3.6.2.1. Obtención de extractos proteicos 
Para los estudios de immunoblotting de los cultivos celulares, al final de los 
experimentos se eliminó el medio de las placas de cultivo y las células se lavaron 
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tres veces con PBS 0,01 M, pH 7,4, recogiéndose con tampón de extracción RIPA 
[Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Tritón X-100 1% (v/v), deoxicolato 
sódico 1% (m/v), SDS 0,1% (m/v), pH 7,4] suplementado con inhibidores de 
proteasas (PMSF 0,1 mM, quimostatina 5 µg/ml, leupeptina 5 µg/ml, antipaina 5 
µg/ml, pepstatina A 5 µg/ml), en un volumen adecuado de tampón de extracción 
(entre 100-300 μl). A continuación, los extractos fueron homogeneizados con ayuda 
de una jeringa de 1 ml y aguja de 25-G. Los homogenados fueron incubados durante 
30 min en hielo y sometidos a 3  pulsos  de  sonicación.  Posteriormente, fueron 
centrifugados durante 10 min a 9.000 x g a 4 oC para eliminar restos celulares y los 
sobrenadantes fueron conservados a -20 oC hasta su análisis. Todo el proceso se 
llevó a cabo en hielo.  
Los extractos proteicos para estudios funcionales de respuesta intracelular 
de NECC2 fueron obtenidos utilizando 300 μl de tampón de extracción SDS-DTT 
[Tris-HCl 62,5 mM, DTT 100 mM, SDS 2% (m/v), glicerol 20% (v/v), pH 7,6] que fue 
calentado previamente a 65 oC. A continuación los extractos proteicos fueron 
sometidos a 3 pulsos de sonicación, hervidos durante 5 min a 97 oC y guardados a -
20 oC hasta su análisis. 
Para la obtención de extractos proteícos de tejido humano (TAV y TASC) se 
utilizaron 50 mg de tejido que fueron sumergidos en 250 μl de tampón de lisis [Tris-
HCl 20 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 1mM; Tritón X-100 (v/v); inhibidores de 
proteasas (CLAP 1 µl/ml y PMSF 1 µl/ml) 0,1%] a 4 oC. Posteriormente, para 
homogenizar los tejidos se colocaron en hielo y se utilizó un homogenizador de 
teflón dando 2 pulsos de 30 s cada uno y se los mantuvo en hielo durante 10 min. A 
continuación, los homogenados fueron sonicados 2 veces durante 15 s y se los dejo 
ente 10 y 15 min en hielo. Transcurrido este tiempo se los centrifugaron 15 min a 
9.000 x g, generando tres fases: la fase superior que es una capa lipídica, la fase 
intermedia es la fracción proteica y, por último, un pellet correspondiente a restos 
nucleares. La fracción preoteica fue recogida con cuidado de no mezclarla con 
lípidos y se la volvió a centrifugar durante 15 min a 9.000 x g y 4 oC, para eliminar 
los posibles lípidos contaminantes. Finalmente se cuantificó la cantidad de proteína 
utilizando el método de Bradford. Para estudios de immunoblotting las muestras 
fueron ajustadas a 1 µg/µl y se les añadió tampón de carga 5X [Tris-HCl 500 mM, 
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SDS 7,5% (m/v), EDTA 10 mM, sacarosa 50% (m/v), β-mercaptoetanol 5% (v/v), DTT 
250 mM, azul de bromofenol 5 mg/ml, pH 6,8) y fueron hervidas durante 5 min a 97 
oC previo su análisis. 
 
3.6.2.2. Precipitación de proteínas 
 
Para la precipitación de proteínas se utilizaron dos métodos diferentes, según 
el origen de las muestras.  
El primero de ellos fue el método cloroformo/metanol, que permite la 
eliminación de restos de sales y detergentes de la muestra, se lo utilizó para precitar 
las proteínas del fraccionamiento de caveolas. Para ello, y por cada 100 µl de 
muestra, se añadieron por orden sucesivo 400 µl de metanol, 100 µl de cloroformo 
y 300 µl de H2O, mezclando siempre mediante vortex tras cada paso. La mezcla se 
centrifugó durante 1 min a 14.000 x g y se eliminó la capa acuosa superior. 
Posteriormente, se añadieron de nuevo 400 µl de metanol y se centrifugó la mezcla 
durante 2 min a 14.000 x g. Finalmente, los restos de metanol fueron eliminados y 
secados a temperatura ambiente. El pellet resultante fue resuspendido en 40 µl de 
tampón de carga 1,5X para su posterior análisis por Western Blotting. 
La precipitación de proteínas por medio de acetona se utilizó para obtener 
las proteínas de las fracciones citólica y de membrna del fraccionamiento celular. 
En este protocolo las fracciones proteicas se incubaron en 4 volúmenes de acetona 
fría por cada volumen de proteína, y la mezcla resultante se mantuvo a -20 oC 
durante la noche. Al día siguiente, la mezcla fue centrifugada a 1.400 x g durante 10 
min a 4 oC y el sobrenadante fue eliminado con cuidado para no perder el pellet. A 
continuación, se añadieron 100 µl de metanol frío para eliminar la acetona y se 
centrifugó nuevamente a 1.400 x g durante 10 min a 4 oC. Finalmente, el metanol 
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3.6.3. Electroforesis desnaturalizante y electrotransferencia 
 
Las muestras de extractos y fracciones proteicas de concentraciones conocidas 
fueron preparadas para su separación electroforética añadiendo tampón de carga 
[Tris-HCl 500 mM, SDS 7,5% (m/v), EDTA 10 mM, sacarosa 50% (m/v), β-
mercaptoetanol 5% (v/v), DTT 250 mM, azul de bromofenol 5 mg/ml, pH 6,8], fueron 
hervidas durante 5 min para desnaturalizar las proteínas de la muestra y finalmente 
fueron centrifugadas a 8.000 x g durante 5 min a 4 oC para eliminar los restos 
insolubles. Para la electroforesis desnaturalizante se cargaron 50 μl de cada muestra 
en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). La electroforesis fue realizada en geles con 
un porcentaje de poliacrilamida del 7,5% ó 10%, dependiendo del peso moleular de 
la proteína a estudiar, utilizando el sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra 
(Bio-Rad). Para la migración de las proteínas se utilizaron 2 voltajes diferentes, un 
voltaje inicial de 80 V por 10 min, para posteriormente mantener un voltaje constante 
de 120 V hasta que el frente de migración llegara al final del gel. Una vez finalizada la 
electroforesis, las proteínas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa 
(BioTrace NT, Pall Corp., Pensacola, FL, EE.UU.) con un voltaje constante de 80 V 
durante 90 min y con recirculación continua del tampón de transferencia [Tris 25 mM, 
glicina 190 mM, SDS al 0,2% (m/v), metanol al 20% (v/v)]. Las membranas resultantes 
fueron teñidas con Rojo Ponceau [Ponceau S al 0,1% (m/v) en ácido acético al 1% 
(v/v)] durante 5 min para comprobar la transferencia correcta de las proteínas. 
 
3.6.4. Inmunodetección y análisis densitométrico 
 
Las membranas fueron desteñidas y bloqueadas durante 1 h con tampón 
de bloqueo [TBS (Tris-HCl 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5), Tween-20 al 0,05% (v/v) 
(TTBS) y leche en polvo (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania) al 5% (m/v)]. Después, 
fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente diluido en tampón 
de bloqueo toda la noche a 4 oC. Los diferentes anticuerpos primarios utilizados y 
sus características se resumen en la Tabla 6. A continuación, las membranas fueron 
lavadas tres veces durante 15 min cada vez con tampón de lavado [TBS 
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conteniendo Tween-20 al 0,05% (v/v)] e incubadas con el anticuerpo secundario 
conjugado con peroxidasa de rábano (Sigma-Aldrich) diluido en tampón de 
bloqueo. Finalmente, las membranas fueron nuevamente lavadas tres veces 
durante 15 min con tampón de lavado. El revelado de la peroxidasa se llevó a cabo 
con el kit de detección de la peroxidasa basado en quimioluminiscencia (ECL-Plus 
GE Healthcare, Chalfont St. Giles, Reino Unido) y películas auto-radiográficas 
(BioMax XAR Kodak, Sigma-Aldrich) o mediante el equipo Image Quant LAS4000 
(GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Tras el revelado, las películas fueron 
digitalizadas y procesadas con el programa ImageJ 1.40v (NIH, EE.UU.) para realizar 
el análisis cuantitativo de las bandas inmunorreactivas mediante la cuantificación 
de la DO media de cada una. La normalización de carga de proteína en las 
diferentes calles fue realizada con la inmunotinción contra β-actina y la DO para la 
proteína de interés se refirió a aquella de β-actina. En los casos en que la 
normalización con β-actina no fue realizada, ya que ciertos tratamientos utilizados 
en este el estudio (i.e. insulina) afectan la cantidad de β-actina y por tanto su 
utilización como marcador de carga se ve afectada, ésta fue referida a la DO 
resultante de la tinción con Rojo Ponceau en cada calle. 
Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados en los estudios de Western Blotting 
Nombre Origen Dilución Proporcionado por 
Anti-NECC2-I Conejo 1/1000 Abyntek Biopharma,S.L. 
Anti-NECC2-II Conejo 1/1000 Abyntek Biopharma,S.L. 
Anti-Insulin receptor Ratón  1/500 Santa Cruz Biotechnology (Heidelberg, Alemania) 
Anti-Caveolina1 Ratón 1/1000 Novus Biologicals (Littleton, CO, EE.UU.) 
Anti-β-actina Ratón 1/50000 Sigma-Aldrich 
Anti-Tubulina Ratón 1/100 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Akt Conejo 1/1000 Cell Signaling (Danvers, MS, EE.UU.) 
Anti-pAkt (Ser473) Conejo 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Erk Conejo 1/1000 Cell Signaling 
Anti-pErk Conejo 1/1000 Cell Signaling 
Anti-Rab34 Conejo 1/2000 Abcam (Cambridge, Reino Unido) 
Anti-GM130 Ratón 1/750 BD Bioscences (Bedford, MA, EE.UU.) 
Anti-Perilipina Cobaya 1/2000 Progen (Heidelberg, Alemania) 
Anti-Arf1 Ratón 1/1000 Abcam 
Anti-ADRP Ratón 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-Calnexina Cabra 1/200 Santa Cruz Biotechnology  
Anti-FAS Cabra 1/200 Santa Cruz Biotechnology 
Anti-HSL Conejo 1/1000 Abcam 
Anti-ATGL Conejo 1/1000 Cusabio (College Park, MD, EE.UU.) 
Anti-cMyc Ratón 1/1000 AbD Serotec (Oxford, Reino Unido) 
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Anti-cMyc Conejo 1/750 Cell Signaling  
Anti-GFP Conejo 1/2000 Abcam 
 
3.7. Estudios de microscopía confocal 
Las preparaciones destinadas a estudios de microscopía de fluorescencia 
fueron examinadas en un microscopio confocal LSM 5 Exciter (Carl Zeiss, 
Oberkochen, Alemania). Para la adquisición de la señal del fluorocromo Alexa 488 
y la de GFP, las muestras fueron excitadas a 488 nm y se adquirió la fluorescencia 
emitida entre 500 y 550 nm. En el caso del fluorocromo Alexa 594, la excitación se 
realizó a 594 nm y se recogió la emisión entre 610 y 700 nm, mientras que para el 
fluorocromo Alexa 405, la excitación de la muestra se realizó a 405 y la emisión fue 
recogida entre 420 y 480 nm. Dependiendo de la localización de la señal 
fluorescente y del tamaño celular, se adquirieron entre 10 y 20 planos confocales 
por cada canal. El conjunto de todos los planos para cada célula y canal fueron 
sometidos a un proceso de deconvolución con el software Huygens Essential 4.3.1 
(SVI, Hilversum, Holanda) y se procesaron y analizaron utilizando los programas 
ImageJ 1.40v o Imaris 7.4.2. Concretamente, se realizaron análisis de co-localización 
entre NECC2 o Rab34 con marcadores de varios orgánulos o componentes celulares 
(caveolas, citoesqueleto de actina, aparato de Golgi, vesículas ERGIC, vesículas 
Arf1/COPI, gotas lipídicas, etc) usando marcadores específicos para cada 
compartimento.  
Para los estudios de localización de NECC2 y Rab34 se realizó la 
cuantificación de la señal específica de cada anticuerpo de, al menos, 10 células por 
condición utilizando programa ImageJ 1.40v. Por otro lado, para los estudios de co-
localización de dos marcadores se adquirieron imágenes de al menos 10 células por 
condición experimental. Con los planos confocales de cada imagen se obtuvo una 
proyección máxima a partir de la cual se obtuvo el canal fusión de las emisiones 
fluorescentes correspondientes. Las imágenes fueron analizadas con el programa 
Imaris 7.4.2 para obtener el coeficiente de colocalización Manders. Se consideró 
colocalización entre dos señales cuando el índice de colocalización de Mander 
superó un valor de 0,25 u.a.; por debajo de este valor se consideró que las señales 
fluorescentes no coincidían.  
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Finalmente, para los estudios de microscopía confocal de adipocitos 
humanos maduros, se realizó el protocolo de inmunocitoquímica detallado 
previamente (apartado 3.3.1.), con la diferencia que la solución con el anticuerpo 
primario se dejó durante toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad y en 
todos los casos se utilizó el marcaje del núcleo con DAPI como referencia.  
 
3.8. Estudios de videomicroscopía 
Para analizar en tiempo real el efecto de la insulina en la localización 
intracelular de Rab34 se utilizó videomicroscopía sobre células vivas 3T3-L1 
transfectadas (a día 3) con el vector de expresión GFP-Rab34 y tratadas con ácido 
oléico (250 µM, 18 h). Las células fueron visualizadas en un microscopio confocal LSM 
710 Carl-Zeiss (Oberkochen, Alemania). Se tomaron imágenes cada minuto durante 
un período máximo de 2 h. Las series de imágenes fueron procesadas con los 
programas Huygens Professional 4.3.1., ImageJ 1.40v e Imaris 7.4.2. Durante todo el 
proceso las células fueron expuestas a un ambiente controlado de 37 ᵒC con un 5% 
de CO2 
3.9. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los datos de los estudios de NECC2 fue realizado 
utilizando el software estadístico SPSS, versión 19.0 de Windows (SPSS Inc., Chicago, 
IL). La distribución normal de las variables fue juzgado utilizando el test de 
Kolmogorov-Smirnov y log-transformado de ser necesario. ANOVA de medidas 
repetidas (RM-ANOVA), ANOVA de una vía, t-test de muestras independientes 
fueron utilizados donde fueran apropiados. La corrección de Bonferroni se aplicó 
para pruebas múltiples. En RM-ANOVA, estudiamos: el efecto del tratamiento de 
insulina sola sobre el cambio en la variable independiente de la sobreexpresión de 
NECC2 o su silenciamiento (P time); el efecto de la sobreexpresión de NECC2 o su 
silenciamiento, independientemente del tratamiento de insulina (P transfección); y 
la interacción de ambos factores -NECC2 sobreexpresión/silenciamiento y 
tratamiento de insulina-, que es indicativo de la magnitud de la respuesta a la 
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insulina entre las células transfectadas con mock y GFP-NECC2 o entre las células 
transfectadas on shRNA scrambled y shRNA NECC2 (P tiempo x transfección). Un 
análisis post-hoc utilizando los test Turkey o Games-Howell’s fue utilizado para 
identificar diferencias estadísticas entre grupos. La estadística de contraste se 
utilizó, cuando la esfericidad asumida no era satisfactoria se utilizó Huynh-Feldt. 
Valores de P < 0,05 fueron tomados como estadísticamente significativos. 
Los valores que se muestran en las figuras representan la media ± SEM 
(error estándar de la media) de los resultados obtenidos a partir de al menos tres 
experimentos independientes realizados sobre cultivos celulares separados. 
Para el análisis de datos de los estudios de Rab34, en aquellos estudios que 
se compararon únicamente dos grupos experimentales, se utilizó una prueba t-test 
para datos paramétricos o la prueba de U de Mann-Whitney para datos no 
praramétricos. En estudios con más de dos grupos experimentales, el análisis 
estadístico fue realizado empleando un ANOVA de una vía seguido de la prueba de 
comparación de rangos múltiples de Newman-Keuls. Los análisis fueron realizados 
con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EE.UU.). Las 
diferencias entre los grupos experimentales fueron considerados estadísticamente 
significativas a partir de un nivel de confianza superior al 95% (P < 0,05).
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4.1. Caracterización molecular de la proteína NECC2 
4.1.1. Expresión y distribución de NECC2 durante la diferenciación de 
las células 3T3-L1 
Iniciamos la caracterización de NECC2 en adipocitos analizando su patrón de 
expresión durante la adipogénesis, utilizando como modelo la línea celular 3T3-L1. 
Específicamente, se cuantificó el contenido de ARNm de Necc2 a días 0, 3, 6, 10 y 12 
de diferenciación mediante RT-PCR a tiempo real. La expresión del gen Necc2 
incrementó de forma progresiva durante el proceso de diferenciación en 
comparación con lo observado en células no diferenciadas, alcanzando su nivel más 
elevado y significativo desde el punto de vista estadístico a día 10 de diferenciación 
(P = 0,041). A día 12 de diferenciación, se observó una ligera disminución en los 
niveles de ARNm de NECC2  que, aunque se mantuvieron un 127% más elevados con 
respecto a las células no diferenciadas, dicho incremento no mostró diferencias 
significativas (P = 0,056) (Fig. 18). 
 
Figura 18. Niveles de expresión de ARNm de Necc2 en células 3T3-L1 durante el proceso de 
diferenciación (0, 3, 6, 10 y 12 días). La expresión, que se determinó mediante RT-PCR cuantitativa,  se 
muestra como el ratio de los niveles de transcritos del gen Necc2 respecto a los del gen reportero, 
ARNr 18s. Los datos representan la media ±SEM de cuatro experimentos independientes. Los datos 
fueron analizados utilizando un estadístico para muestras pareadas, t test. *, P < 0,05 vs. 0 días. 
 
Adicionalmente, analizamos mediante inmunoblotting cuantitativo el 
contenido proteico de NECC2 utilizando un anticuerpo monoclonal generado para 
reconocer la zona N-terminal de la proteína (anti-NECC2-I) que empleamos 
previamente para la caracterización de esta proteína en células neuroendocrinas 
(Diaz-Ruiz A. et al., 2013). Este anticuerpo reveló una banda de aproximadamente a 
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110-kDa en extractos de células 3T3-L1 (Fig. 18A), que corresponde al peso molecular 
esperado deducido a partir de la secuencia  génica de Necc2. Por otra parte, también 
se utilizó un segundo anticuerpo policlonal generado para reconocer la región central 
de NECC2 (anti-NECC2-II) (Diaz-Ruiz A. et al., 2013), que, al igual que el anticuerpo 
anti-NECC2-I, reveló una banda de peso molecular de en torno a 110 kDa cuando se 
aplicó en estudios de inmunoblotting de extractos proteicos de adipocitos 3T3-L1 
(Fig. 18B). La señal de la proteína NECC2 en los blots fue abolida cuando se llevó a 
cabo la pre-adsorción del anticuerpo exponiendo el anticuerpo a concentraciones 
elevadas del antígeno purificado, y se redujo igualmente de forma significativa 
cuando se utilizaron extractos de células 3T3-L1 previamente electroporadas con el 
vector de silenciamiento para NECC2 (NECC2 shRNA) (Fig. 19). 
 
Figura 19. Análisis de especificidad de los anticuerpos anti-NECC2. (A y B) Análisis de immunoblot para 
la proteína NECC2 utilizando el anticuerpo anti-NECC2-I (A) y anti-NECC2-II (B), y el correspondiente 
bloqueo de la banda inmunoreactiva tras pre-adsorción del anticuerpo con su antígeno purificado (10-
6 M; A) o cuando el anticuerpo se aplicó a extractos de células expresando un vector de silenciamiento 
de Necc2 (NECC2 shRNA) (B). Se utilizó la tinción de Ponceau y la inmunoseñal β-actina como controles 
de cantidad de proteína.  
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Una vez validados los anticuerpos, y de forma similar al estudio de expresión 
de ARNm, se analizó el patron de expresión de NECC2 a nivel de proteína durante la 
adipogénesis (Fig. 20). Observamos un nivel bajo de proteína en células 3T3-L1 no 
diferenciadas, mientras que el contenido de NECC2 incrementó notoriamente 
después de 3 días de diferenciación y continuó incrementando hasta el día 12 de 
diferenciación (Fig. 20A).  
Estudios de microscopía confocal en células 3T3-L1 revelaron que la 
inmunoseñal de anti-NECC2-I presenta fundamentalmente una localización difusa en 
el citoplasma de células 3T3-L1 no diferenciadas, aunque se puede apreciar además 
un inmunomarcaje concentrado en estrecha aposición a la membrana plasmática 
(Fig. 20B). Dicha distribución se mantuvo durante el proceso de adipogénesis, aunque 
la intensidad de la señal incrementó con el tiempo, especialmente en asociación a la 
membrana plasmática (Fig. 20B).  
 
 
Figura 20. Análisis de expresión y localización de NECC2 en células 3T3-L1 durante el proceso de 
diferenciación. (A) Inmunoblot representativo del contenido de NECC2 en extractos de células 3T3-L1 
a diferentes estadios de la adipogénesis. Se utilizó la señal de β-actina como control de carga. (B) 
Imágenes representativas de microsopía confocal de células 3T3-L1 inmunoteñidas para NECC2 a 
diferentes fases de diferenciación. Barra de escala, 10 μm. 
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Teniendo en cuenta la similitud de las señales generadas por los anticuerpos 
anti-NECC2-I y anti-NECC2-II, tanto a nivel de inmunoblotting como de 
inmunocitoquímica, los estudios subsiguientes se realizaron utilizando el primer 
anticuerpo que, a partir de ahora, se denominará anti-NECC2 de forma genérica. 
4.1.2. Asociación de NECC2 a caveolas en adipocitos 3T3-L1 
En estudios previos de nuestro laboratorio se ha demostrado que NECC2, que 
muestra dos dominios solapados de unión a caveolina (caveolin-bindind domain o 
CBD) (Fig. 21), está asociado a caveolas en células neuroendocrinas PC12 (Diaz-Ruiz 
A. et al., 2013). Dado este antecedente y la localización de la inmunoseñal de NECC2 
en la superficie de las células 3T3-L1, se realizaron estudios de inmunocitoquímica 
doble en adipocitos 3T3-L1 usando anticuerpos contra el marcador de caveolas, 
CAV1, y el anticuerpo anti-NECC2-I. Las imágenes obtenidas mediante microscopía 
confocal mostraron un alto grado de colocalización entre las inmunoseñales de 
NECC2 y CAV1 en la superficie celular [coeficiente de Manders (MC) = 0,0959 ± 
0,005)] (Fig. 21A, panel superior). Además, un análisis de la secuencia de NECC2 
también mostró cuatro sitios de unión a colesterol, denominados dominios CRAC (por 
sus siglas en inglés cholesterol recognition/interaction amino acid consensus) (Epand, 
2008). Por consiguiente, examinamos la localización de NECC2 en caveolas en 
adipocitos 3T3-L1 expuestos a metil-β-ciclodextrina, que extrae el colesterol de las 
membranas, provocando en particular la desorganización de las caveolas en virtud 
de su alto contenido en colesterol (referencia). Como se muestra en la Figura 21A, el  
tratamiento con metil-β-ciclodextrina redujo la intensidad de las inmunoseñales 
tanto de NECC2 como de CAV1 en la membrana plasmática, lo que condujo a una 
pérdida en la colocalización entre las dos proteínas (MC = 0,1277 ± 0,1549 vs. 0,0913 
± 0,1805, P = 0,006).  
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Figura 21. Estudios de localización de NECC2 en caveolas. (A) Imágenes de microscopía confocal de 
adipocitos 3T3-L1 bajo condiciones basales (panel superior) o tratadas con 10 mM ciclodextrina 
(βMCD) (panel inferior) durante 90 min, y co-inmunoteñidas con anticuerpos para NECC2 (rojo) y el 
marcador de caveolas, CAV1 (verde). La colocalización entre ambas señales se puede observar en el 
panel de la derecha (máscara). (B y C) Imágenes de microscopía confocal de adipocitos 3T3-L1 bajo 
condiciones basales (paneles superiores) o expuestos a 5 µM latrunculina B (LatB) (paneles inferiores) 
durante 30 minutos, y doblemente teñidas para NECC2 (rojo) y (B) el marcador de actina, faloidina o 
(C) CAV1 (verde). El solapamiento entre ambos marcadores y NECC2 se muestra en los paneles de la 
derecha. Barra de escala, 10 μm. 
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Por otro lado, también se exploró la potencial colocalización entre NECC2 con 
actina debido a la asociación demostrada entre este componente del citoesqueleto 
con las caveolas en adipocitos (Foti M, et al., 2007). Este análisis mostró que la señal 
inmunoreactiva NECC2 también solapa con la de la actina cortical (MC = 0,2026 ± 
0,00014) (Fig. 21B, panel superior). Para confirmar la asociación de NECC2 con actina, 
los adipocitos 3T3-L1 fueron sometidos a un pretratamiento con latrunculina B, un 
inhibidor de la polimerización de las fibras de actina (Morton et al., 2000) que, a pesar 
de disminuir el grado de solapamiento entre NECC2 y la actina cortical a nivel de 
membrana plasmática (MC = 0,2026 ± 0,00014 vs. 0,0637 ± 0.0084, P = 0,039), no 
modificó la distribución de NECC2 en la membrana celular (Fig. 21B, panel inferior). 
De hecho, la despolimerización de los filamentos de actina inducida por latrunculina 
B en adipocitos 3T3-L1 no afectó la colocalización de NECC2 con CAV1 en la superficie 
celular (MC = 0,1004 ± 0,0098 vs. 0,1240 ± 0,004, P = 0,153) (Fig. 21C). Estos datos 
muestran que NECC2 está asociado a caveolas en adipocitos 3T3-L1, pero que dicha 
asociación no es dependiente del citoesqueleto de actina.  
Para profundizar en el estudio de la asociación de NECC2 con caveolas, se 
utilizó un protocolo libre de detergentes para aislar las fracciones de membrana 
enriquecidas en caveolina (Díaz-Ruiz A. et al., 2013). Notablemente, la aplicación del 
anticuerpo anti-NECC2 a las diferentes fracciones generadas a partir del gradiente de 
sacarosa mostró que NECC2 endógeno no co-migra con CAV1 o el receptor de insulina 
(IR) hacia la fracción “buoyant” del gradiente (Fig. 22A). Estos resultados sugerían que 
NECC2 podría comportarse como una proteína de unión periférica a la membrana 
puesto que el tampón de lisis (Na2CO3, 0,5 M, pH 11,0) utilizado en el protocolo para 
el aislamiento de caveolas sólo mantiene las proteínas integrales de membrana (Peiro 
S. et al., 2000). Sin embargo, el análisis de immunoblot del sobrenadante post-nuclear 
(PNS) y de las fracciones citosólica y cruda de membranas obtenidas de adipocitos 
3T3-L1 indicaron que NECC2 es una proteína citosólica (Fig. 22B).  Esta distribución 
de NECC2 fue observada tanto cuando las células 3T3-L1 se mantuvieron en 
condiciones basales como tras un tratamiento corto (30 min) con insulina (Fig. 22B). 
En conjunto, estos datos sugieren que NECC2 está localizado en caveolas, pudiendo 
formar parte de estos dominios de la membrana plasmática mediante su interacción 
con otras proteínas asociadas a caveolas. 
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Figura 22. Análisis de la asociación de NECC2 a caveolas y distribución subcelular. (A) Análisis de la 
asociación de NECC2 con las membranas caveolares en células 3T3-L1. Se obtuvo un extracto crudo de 
células 3T3-L1 en tampón carbonato sódico (0,5 M, pH 11,0), que fue posteriormente sometido a 
separación en un gradiente discontinuo de sacarosa (35-5%). La ultracentrifugación a 120.000 x g 
permitió la separación de las caveolas, aisladas en las fracciones menos densas del gradiente 
(fracciones 1 y 2), del resto de estructuras celulares, que se mantuvieron en las fracciones 7, 8 y 9. La 
distribución de la proteína NECC2 en las 9 fracciones se analizó mediante western blotting. Como 
control interno, se analizó la distribución de las proteínas CAV1, receptor de insulina (IR) y β-actina (B) 
Análisis de la distribución de NECC2 mediante fraccionamiento subcelular. Los extractos post-
nucleares de células 3T3-L1 en condiciones basales o  tratadas con insulina (100 nM) durante 30 
minutos (fracción PNS) fueron ultracentrifugados a 165.000 x g para obtener la fracción cruda de 
membrana (P2) en la pella y la fracción citosólica (S2) en el sobrenadante. La distribución de NECC2 en 
las diferentes fracciones se analizó mediante western blotting. A partir de estas muestras se analizó la 
distribución de las proteínas IR y tubulina como controles internos. 
 
4.1.3. La insulina regula la distribución de NECC2 en adipocitos 3T3-L1 
Además de los estudios de fraccionamiento celular, se investigó la distribución 
intracelular de NECC2 tras la estimulación de adipocitos 3T3-L1 con insulina mediante 
inmunocitoquímica y microscopía confocal. Estos estudios mostraron que un 
tratamiento a corto plazo con insulina (30 min, 100 nM) de los adipocitos 3T3-L1 
incrementa la acumulación de la señal inmunorreactiva para NECC2 en la superficie 
celular (P = 0.023) (Figs. 23 A y B). Por otro lado, dado que en adipocitos el receptor 
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de insulina (IR) está presente en caveolas (Gustavsson et al., 1999), se estudió la 
posible colocalización entre IR y NECC2 en la membrana plasmática. Para ello, se 
realizó un estudio de doble inmunofluorescencia en adipocitos 3T3-L1 utilizando 
anticuerpos contra NECC2 e IR en condiciones basales y tras la exposición de las 
células a insulina 100 nM durante 30 minutos. Los adipocitos fueron visualizados al 
microscopio confocal, observándose un alto grado de solapamiento entre NECC2 e IR 
en condiciones basales en la membrana plasmática. Por su parte, en células 
expuestas a insulina se observó una tendencia, aunque no significativa, a disminuir el 
ratio de colocalización entre ambas proteínas (MC = 0.0693 ± 0.0593 vs. 0.0436 ± 
0.0256, P = 0.589) (Fig. 23C).  
 
Figura 23. Regulación de la distribución de NECC2 en adipocitos 3T3-L1 en respuesta al tratamiento 
con insulina. (A) Imágenes de microscopía confocal de adipocitos 3T3-L1 en condiciones basales (panel 
superior) o tratadas con insulina (100 nM) durante 30 minutos (panel inferior). Tras el tratamiento, las 
células fueron co-inmunoteñidas para NECC2 (rojo) e IR (verde). La colocalización resultante se 
muestra en las imágenes de la derecha (máscara). (B) Se cuantificó la inmunoseñal de NECC2 a nivel 
de membrana en células en condiciones basales (Control) o expuestas a insulina 100 nM (Ins 30 min) 
de al menos 10 células por condición. La señal de NECC2 se expresa como unidades arbitrarias (u.a.). 
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(C) Medida de la colocalización entre NECC2 e IR mediante la determinación del coeficiente de 
Manders, que se representa como la media ± SEM, de un mínimo de 10 células por condición y se 
expresa en unidades arbitrarias (u.a.). * P < 0.05 vs. Células no tratadas (Control). Barra de escala, 10 
μm. 
 
4.1.4. NECC2 regula la señalización de insulina en adipocitos 
Las observaciones morfológicas demostrando la colocalización de NECC2 con 
CAV1 e IR en la superficie celular sugerían un posible papel de esta proteína en la 
regulación de las funciones asociadas a caveolas, en particular, de la señalización de 
insulina. Para explorar esta posibilidad, analizamos el efecto de la manipulación de 
los niveles de expresión de NECC2 sobre dos intermediarios fundamentales en la 
señalización de insulina en adipocitos, ERK1/2 y Akt (Taniguchi CM. et al., 2009). 
Concretamente, evaluamos el efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de 
NECC2 sobre el contenido proteico y el ratio de fosforilación de ERK1/2 y Akt en 
adipocitos 3T3-L1 en respuesta a la exposición a insulina a diferentes tiempos (0-20 
min). Para ello, con el objetivo de incrementar la expresión de NECC22, los adipocitos 
3T3-L1 fueron electroporados con un vector de expresión que codifica para GFP-
Necc2, que incrementa el contenido de la proteína NECC2 en un 59% (Fig. 24). 
 
Figura 24. Estudio de sobreexpresión de NECC2 en células 3T3-L1 a día 6 de diferenciación. (A) Imagen 
representativa de microscopia confocal de célula 3T3-L1 electroporada con el vector GFP-Necc2. Barra 
de escala 10 μm. (B) Cuantificación de la expresión de NECC2. Los datos están expresados como la 
media ±SEM de cinco experimentos independientes P < 0,05 vs. células MOCK (control). 
Este incremento en la concentración de NECC2 no modificó el contenido total 
de Akt pero sí generó una fosforilación más sostenida de Akt comparada con las 
células transfectadas con el vector control (mock) (Fig. 25A). Específicamente, 
mientras que el ratio de fosforilación de Akt estaba por encima de los niveles basales 
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tanto en células transfectadas con GFP-NECC2 como las células mock a los 10 minutos 
de exposición a insulina (P < 0.05), solamente los adipocitos 3T3-L1 sobreexpresando 
NECC2 mostraron una activación de Akt a los 15 minutos de estimulación con insulina 
(P = 0.029). Por otro lado, el ratio de fosforilación de ERK1/2 no se vio modificado en 
células que sobreexpresaban NECC2 comparadas con las células control en ninguno 
de los tiempos analizados (Fig. 25B). 
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Figura 25. Estudio del efecto de la sobreexpresión de NECC2 sobre la señalización de insulina. Análisis 
mediante western blotting de los niveles de proteína (A) Akt total y Akt fosforilada (pAkt) o (B) ERK 
total y ERK fosforilada (pERK) en células 3T3-L1 electroporadas con GFP-Necc2, o el vector vacío 
(MOCK) expuestas a insulina 100 nM durante 5, 10, 15 ó 20 minutos. Los datos corresponden a la 
media ±SEM de al menos 3 experimentos independientes. *, P < 0.05 vs. células no tratadas 
correspondientes (control); #, P < 0.05 vs. células MOCK tras el tratamiento con insulina. 
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Posteriormente, se examinó el efecto del sienciamiento de NECC2 sobre Akt 
y ERK1/2, totales y fosforiladas. Para ello, se electroporaron células 3T3-L1 con 
vectores de expresión que codifican un shRNA de Necc2, el cual disminuyó la 
concentración de NECC2 en un 44%. La diminución en la expresión de NECC2 generó 
una disminución en la fosforilación de Akt (Fig. 26A) y ERK1/2 estimulada por insulina 
(Fig. 26B). Específicamente, la actividad de Akt, medida como el ratio entre pAkt/Akt 
total, fue significativamente menor a los 5 y 10 min de exposición a insulina en células 
silenciadas comparadas con las células control tratadas con shRNA. El ratio de 
fosforilación de ERK1/2 también disminuyó en células silenciadas en todos los 
tiempos estudiados. A pesar de ello las diferencias entre las células tratadas con 
NECC2-shRNA y control-shRNA solo fueron significativas después de 20 y 40 min de 
estímulo con insulina. Estos resultados en conjunto con los observados en la 
sobreexpresión de NECC2, apuntan a su participación en distintas vías intracelulares 
de la ruta de señalización de insulina: la relacionada con la activación de 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)-Akt y la que activa la ruta de Ras-MAPK (Taniguchi 
CM. et al., 2009).  
 
Figura 26. Estudio del efecto del silenciamiento de NECC2 en la ruta de señalización de insulina. 
Análisis mediante western blotting de los niveles de proteína (A) Akt total y Akt fosforilada (pAkt) o (B) 
ERK total y ERK fosforilada (pERK) en células 3T3-L1 electroporadas con shRNA para Necc2 (NECC2 
shRNA), o shRNA control expuestas a insulina 100 nM durante 5, 10, 20 y 40 minutos. Os datos 
muestran la media ±SEM de cinco experimentos independientes, *, P < 0.05 vs. correspondiente 
tiempo en células transfectadas con el shRNA control. 
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4.1.5. La expresión de NECC2 en el tejido adiposo está modulada en 
respuesta a obesidad y trastornos metabólicos 
Posteriormente, la expresión de NECC2 fue medida en tejido adiposo 
humano, tanto en el depósito omental como en el subcutáneo, de sujetos delgados 
y obesos. Este último grupo fue dividido en obesos normoglucémicos (NG),  con 
intolerancia a glucosa (IGT) o con T2D. El análisis de RT-PCR mostró que el gen de 
NECC2 está expresado en ambos tipos de tejidos, siendo los niveles de ARNm 
significativamente más elevados en sujetos obesos respecto a los delgados, 
independientemente del tipo de depósito graso y del sexo de los individuos (P < 0.05) 
(Fig. 27 A y B). Además, el análisis de estos resultados separados por depósito adiposo 
y por género mostró que tanto hombres como mujeres se comportan de la manera 
similar.  
 
Figura 27. Niveles de expresión de NECC2 en tejido adiposo humano en relación con obesidad y 
resistencia a insulina. Muestras de tejido adiposo omental y subcutáneo de hombres y mujeres fueron 
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obtenidas de pacientes con diferentes grados de obesidad y sensibilidad a insulina: delgados (LN), 
obesos normoglucémicos (NG), obesos con intolerancia a la glucosa (IGT), y obesos con diabetes tipo 
2 (T2D). (A y B) La expresión del gen NECC2 fue evaluada por RT-PCR utilizando primers específicos 
para NECC2 humano. La expresión de 18s ARNr en cada muestra fue evaluada como gen reportero 
interno. *, P < 0.05 vs. sujetos delgados relacionados al sexo. 
 
Finalmente, se llevó a cabo el análisis de la expresión de NECC2 in vitro en 
modelos celulares que simulan las condiciones patofisiológicas de obesidad y 
resistencia a insulina y que fueron caracterizados por nuestro laboratorio en un 
estudio previo (Díaz-Ruiz A. et al., 2015). Concretamente, este estudio se realizó a 
partir de extractos proteicos de adipocitos 3T3-L1 que habían sido expuestos a los 
siguientes tratamientos in vitro: a) inducción de hipertrofia celular mediante 
sobrecarga de los ácidos grasos oleato o palmitato, b) simulación del estado de 
hiperglucemia e hiperinsulinemia caracteristico en la evolución de la resistencia a 
insulina mediante tratamientos con alta glucosa y alta insulina (HGHI) y c) simulación 
del ambiente proinflamatorio que aparece en el tejido adiposo en obesidad mediante 
tratamiento de las células con TNF-α. Estos experimentos in vitro revelaron que la 
exposición de los adipocitos 3T3-L1 con una sobrecarga de oleato o a HGHI 
incrementaron significativamente los niveles da la proteína NECC2, resultando en un 
17% y un 36% de incremento sobre las condiciones basales, respectivamente (Fig. 28 
A y C). En contraste, la exposición de las células a palmitato o TNF-α no alteraron la 
expresión de la proteína NECC2 (Fig. 28 B y D). 
 
Figura 28. Expresión de NECC2 en modelos celulares de obesidad y resistencia a insulina en adipocitos 
3T3-L1. Diferentes estímulos metabólicos que generan hipertrofia y/o condiciones de resistencia a 
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insulina [500 µM oleato y 500 µM palmitato, 18 h (A y B), alta glucosa (4.5 g/L)/ alta insulina (100 nM) 
(HGHI) o 5 nM TNF-α durante 24 h, (C y D)]. Los datos expresan la media ±SEM de al cinco experimentos 
independientes. *, P < 0.05 vs. Control. 
 
4.2. Caracterización molecular de la proteína Rab34 
 
4.2.1. Expresión y localización intracelular de Rab34 durante el proceso 
de diferenciación 
 
En primer lugar, se analizó el patrón de expresión de Rab34 durante el proceso 
de adipogénesis utilizando células 3T3-L1 a distintos tiempos en el proceso de 
diferenciación (días 0, 3, 6 y 10) (Fig. 29A). La evaluación del nivel de Rab34 en 
extractos proteicos por immunobloting reveló un aumento progresivo de la cantidad 
de proteína a lo largo del proceso de diferenciación, siendo el aumento 
estadísticamente significativo a partir del día 6 de diferenciación (P < 0.05) (Fig.29B). 
De manera interesante, nuestros estudios en inmunofluorescencia y microscopía 
confocal demostraron que Rab34 sufre un cambio en su distribución intracelular 
durante el proceso de diferenciación (Fig. 29C). Concretamente, Rab34 mostró una 
localización predominantemente tubular, acumulándose en estructuras 
yuxtanucleares reminiscentes del aparato de Golgi (días 0 y 3 de diferenciación) (Fig. 
29C). Sin embargo, en células que exhibían GLs (día 6 de diferenciación en adelante), 
Rab34 se encontró claramente asociado a la superficie de estos orgánulos (Fig. 29C).   
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Figura 29. Análisis de expresión y localización de Rab34 en células 3T3-L1 durante el proceso de 
diferenciación. (A) Inmunoblot representativo del contenido de Rab34 en extractos de células 3T3-L1 
durante su diferenciación (días 0, 3, 6 y 10), que muestran que Rab34 incrementa su expresión a 
medida que avanza la diferenciación. La señal de β-actina fue utilizada como control de carga. (B) 
Estudio cuantitativo de Rab34 durante el proceso de diferenciación de células 3T3-L1 expresado en el 
ratio de la inmunoseñal de Rab34 respecto a la de β-actina expresado como la media ±SEM de al 
menos cuatro réplicas biológicas. *, P < 0,05 vs. día 0; **, P < 0,01 vs. día 0; #, P < 0,05 vs. día 3. (C) 
Imágenes representativas de confocal de células 3T3-L1 inmunoteñidas para Rab34 durante la 
diferenciación. Rab34 se localiza en una posición yuxtanuclear a días tempranos de diferenciación (días 
0 y 3) y se redistribuye a la superficie de gotas lipídicas (GLs) tan pronto como estos orgánulos 
aparecen en la célula (día 6 en adelante). Barra de escala, 10 μm. 
 
4.2.2. El proceso de diferenciación adipocitaria induce la translocación 
de Rab34 desde el aparato de Golgi a la superficie de GLs.   
Estudios previos sobre Rab34 en células Hela y células normales de riñón de 
rata (NRK), han descrito que esta proteína se encuentra presente en el aparato de 
Golgi y que está implicada en el desplazamiento de los lisosomas hacia el centro 
organizador de microtúbulos (MTOC) (Wang y Hong, 2002). En línea con estos 
resultados, nuestros estudios de doble inmunocitoquímica mostraron que Rab34 co-
localiza con el marcador del cis-Golgi, GM130 a días tempranos de diferenciación 
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(días 0 y 3) (Fig. 30). En cambio, tan pronto como las células 3T3-L1 comienzan a 
presentar GLs en su citosol, característica esencial de su compromiso de 
diferenciación a adipocitos (Ntambi y Young-Cheul, 2000), la inmunorreactividad de 
Rab34 apareció preferentemente asociada a la superficie de estos orgánulos. En la 
Figura 29 se muestra una imagen confocal representativa de un adipocito 3T3-L1 a 
día 6 de diferenciación que contiene un número determinado de GLs positivas para 
el marcador específico de estos orgánulos, PLIN1 (verde), en cuya superficie aparece 
a menudo inmunomarcaje de Rab34 (rojo).  
 
 
Figura 30. Análisis de redistribución de Rab34 durante el proceso de diferenciación en células  3T3-L1. 
(A) Células 3T3-L1 fueron doble-inmunoteñidas con los anticuerpos anti-Rab34 y el marcados de cis-
Golgi, GM130 o (C) el marcador de GL, PLIN1 a día 3 y 6 de diferenciación respectivamente. Barra de 
escala, 10μm. 
 
Dado el papel general de los miembros de la familia de GTPasas de bajo peso 
molecular Rab en la regulación del tráfico intracelular de membranas (Stenmark, 
2009), sería razonable pensar que Rab34 podría mediar el transporte de ciertas 
proteínas de la cubierta de las GL desde el aparato de Golgi hasta la superficie de 
estos orgánulos. En este sentido, existe hoy en día un amplio debate de cómo las 
proteínas las proteínas que decoran la cubierta de las GL alcanzan su destino. Por 
ejemplo, algunos estudios han revelado  que la lipasa que hidroliza los triglicéridos 
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del tejido adiposo (ATGL) accede a la GL desde un compartimento intermedio entre 
el aparato de Golgi y el retículo endoplásmico, denominado ERGIC, y esto ocurre vía 
vesículas del complejo COPI/Arf1, encargadas del transporte retrógrado entre estos 
orgánulos. (Soni et al., 2009). Para investigar si Rab34 participa en este proceso 
concreto, se exploró el grado de colocalización de la GTPasa con un marcador de las 
vesículas COPI/Arf1 (Arf1), así como con un marcador específico del compartimento 
ERGIC (ERGIC53), durante el proceso de adipogénesis (Fig. 31).  En primer lugar, se 
analizó la dinámica temporal del tráfico de Rab34 desde el aparato de Golgi a las GL 
durante la adipogénesis. Para ello, se estudió la inmunoseñal de Rab34 en 
combinación con la de GM130 y PLIN1 en distintos estadios de diferenciación, 
pudiéndose confirmar que, efectivamente, Rab34 sufre un proceso de translocación 
desde el aparato de Golgi a la superficie de GL tan pronto como estas empiezan a 
aparecer en el citosol (día 6 en adelante) (Fig. 31). Además, este estudio mostró que 
Rab34 colocaliza fuertemente con Arf1 en membranas del aparato de Golgi en etapas 
tempranas de diferenciación y que posteriormente se disocia de éste (día 6), a 
medida que aumenta la cantidad de Rab34 asociado al compartimento ERGIC, para 
finalmente ser transferida a las GLs cuando estos orgánulos aparecen en las células 
3T3-L1. Concretamente, Rab34 coincidió con Arf1 en membranas del aparato de Golgi 
en células no diferenciadas, así como en la superficie de GLs en adipocitos, lo que 
parecería indicar que el mecanismo de transporte de estas proteínas desde el aparato 
de Golgi a las GLs es común. Sin embargo, en etapas intermedias de diferenciación 
(días 3 y 6), Rab34 dejó de colocalizar con Arf1 (Fig. 31), lo que apunta a que la 
translocación de la GTPasa a la superificie de las GLs es independiente del mecanismo 
de transporte vesicular mediado por el complejo COPI/Arf1. Para profundizar en este 
aspecto, analizamos asimismo la colocalización de Rab34 con otros marcadores 
relacionados con rutas de tráfico intracelular de membranas, como el marcador de la 
red trans del aparato de Golgi sintaxin 6 (Jung et al.,  2012) y el marcador del tráfico 
vesicular anterógrado entre el retículo endoplásmico y el aparato de Golgi Sec23 
(Fromme  et al., 2008). Como se puede observar en las imágenes de microscopía 
confocal mostradas en la Figura 31, Rab34 colocalizó modestamente  con ambos 
marcadores en células no diferenciadas, mientras que perdió dicha co-localización a 
partir del día 6. En conjunto, estos datos sugieren que Rab34 podría jugar un papel 
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dual en Golgi y gotas lipídicas, ayudando a mantener la arquitectura y/o 
funcionalidad de estos orgánulos. 
 
Figura 31. Estudio de colocalización de Rab34 con orgánulos celulares durante el proceso de 
diferenciación de células 3T3-L1. Las células 3T3-L1 fueron co-inmunoteñidas con Rab34 y diferentes  
marcadores intracelulares [Arf1, GM130, sintaxina 6 (STNX6), SEC23, ERGIC53 y PLIN1]. (A) Imágenes 
representativas de microscopía confocal a días 0, 3, 6 y 10 de diferenciación. Barra de escala, 10 μm. 
(B) Índice de colocalización de Rab34 con los diferentes marcadores intracelulares durante el proceso 
de diferenciación de células 3T3-L1, cuantificado como el coeficiente de Manders de al menos 12 
células por condición y expresado como la media ± SEM. *, P < 0,05; **, P < 0,01, ***, P < 0,001.  
Paralelamente, también se realizaron estudios sobre la sobreexpresión de la 
proteína Rab34 y de su mutante constitutivamente activo (Rab34Q111L) en 
adipocitos 3T3-L1. Para ello, las células fueron transfectadas a día 3 o electroporadas 
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a día 6 de diferenciación con los vectores correspondientes y, tras 48 h, se 
inmunotiñeron con el anticuerpo anti-PLIN y se observaron al microscopio confocal  
(Fig. 31).  Como muestran la micrografías de la Figura 33, tanto GFP-Rab34 como GFP-
Rab34Q111L se distribuyeron en posición yuxtanuclear (i.e., aparato de Golgi) así 
como entorno a la gotas lipídicas que comienzan a acumularse a día 3 (Fig. 32A) y que 
aparecen con asiduidad en etapas de diferenciación más tardías (día 6 en adelante; 
Figs. 32 B y C). Además de estas localizaciones, se observó un marcaje fluorescente 
perinuclear para ambas proteínas, el cual es reminiscente de las membranas túbulo-
vesiculares del retículo endoplásmico (Fig. 32). 
 
Figura 32. Estudio de la distribución de Rab34 en sobreexpresión. Imágenes representativas de 
microscopía confocal de células 3T3-L1 (A) a día 3 de diferenciación transfectadas con el vector GFP-
Rab34 o (B y C) a día 6 de diferenciación electroporadas con (B) el vector GFP-Rab34 o (C) su mutante 
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4.2.3. Efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre la organización 
estructural del aparato de Golgi  
La localización de Rab34 en asociación al aparato de Golgi nos llevó a 
investigar si esta GTPasa, podría ejercer una función estructural en dicho orgánulo, 
al igual que ocurre con otras proteínas Rab (Liu y Storrie, 2015). Para ello, analizamos 
el efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre el aparato de Golgi a días tempranos 
de diferenciación, cuando la proteína endógena localiza preferentemente en este 
orgánulo. Así, células 3T3-L1 a día 3 de diferenciación fueron transfectadas con el 
vector de expresión GFP-Rab34 o con el vector GFP como control y, 48 h más tarde, 
fueron fijadas e inmunoteñidas con anti-GM130 y analizadas por microscopía 
confocal. En las imágenes de la Figura 34 se muestra la estructura del aparato de 
Golgi en células que sobreexpresan GFP (Fig. 33A) o GFP-Rab34 (Fig. 33B), lo que se 
puede observar con mayor detalle en la máscara de la señal fluorescente 
correspondiente a GM130 obtenida mediante ImageJ. En concreto, la sobreexpresión 
de GFP-Rab34 provocó un aumento significativo en el número de fragmentos de este 
orgánulo sin afectar a su área total (Fig. 33C). Estos resultados sugieren que Rab34 
podría participar en la formación de vesículas derivadas del aparato de Golgi, lo que 
está apoyado por su relación espacial con componentes del complejo Arf1/COPI. 
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Figura 33.  Análisis del efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre la estructura del aparato de Golgi. 
Células 3T3-L1 fueron transfectadas con los vectores GFP y GFP-Rab34 e inmunoteñidas con anti-
GM130 (rojo). (A) Imágenes representativas de microscopía confocal que muestran él área total del 
aparato de Golgi en cada condición analizada (panel de la derecha, máscara). Barra de escala, 10 μm. 
(B) Cuantificación del área del Golgi por condición, unidades expresadas en μm2. (C) Cuantificación del 
número de fragmentos de Golgi. Las mediciones expresan la media ±SEM de al menos 10 células por 
condición *P < 0,05 vs. células transfectadas con GFP. 
 
4.2.4. Efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre el proceso de 
adipogénesis 
Para evaluar si Rab34 está involucrada en la formación de GLs durante el 
proceso de diferenciación adipocitaria se llevaron a cabo varios estudios 
independientes pero complementarios entre sí. El primero de ellos fue examinar el 
efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre el número y tamaño de las GLs, utilizando 
la sobreexpresión de GFP-Rab34 a distintos días de diferenciación (día 1 y día 3). 
Transcurridas 48 h, las células se procesaron para teñir los lípidos neutros contenidos 
en las GLs mediante la técnica de Oil Red O. La cuantificación del área media de GLs 
y el número de GLs por célula mostró que la sobreexpresión de Rab34 provocó un 
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aumento del tamaño de estos orgánulos sin afectar su número desde días tempranos 
de diferenciación (día 1), efecto que se acentuó a días más tardíos (día 3) (Fig. 34 A y 
B). 
De forma paralela, se evaluaron las tasas de lipogénesis (contenido de 
triglicéridos) y lipolisis basal (glicerol en medio) en células que sobreexpresaban 
Rab34 a día 3 de diferenciación. Como muestra la Figura 34C, la sobreexpresión de la 
GTPasa provocó un ligero aumento, aunque significativo, en el contenido celular de 
triglicéridos y disminuyó de manera concomitante la liberación de glicerol al medio. 
En conjunto, estos resultados apuntan a que Rab34 juega un papel importante en la 
adipogénesis, por una parte ayudando a la carga de las GLs y, por tanto a su 
crecimiento, mediante la estimulación de la lipogénesis y, por otra, impidiendo la 
hidrólisis de triglicéridos gracias a la inhibición de la lipolisis. 
 
Figura 34. Análisis del efecto de la sobreexpresión de Rab34 en la adipogénesis. Células 3T3-L1 
sobreexpresando GFP o GFP-Rab34 a (A) día 1 o (B) día 3 de diferenciación y teñidas con Oil Red O. 
Cuantificación del número de GLs y área de las mismas GLs (en μm2) por cada día de diferenciación. 
Barra de escala, 10 μm. (C) Medición del contenido de triglicéridos (lipogénesis) y liberación de glicerol 
(lipolisis) en células 3T3-L1 a día 3 de diferenciación. Los datos corresponden a las medias ±SEM de al 
menos tres réplicas. *P < 0,05 vs. células transfectadas con GFP. 
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4.2.4.1. Efecto del silenciamiento de Rab34 sobre el proceso de adipogénesis 
Basándonos en resultados anteriores que mostraban que la sobreexpresión 
de GFP-Rab34 solo afecta significativamente en el área media de las GLs a día 3 de 
diferenciación, realizamos un análisis del silenciamiento de esta GTPasa en este 
punto de la diferenciación de células 3T3-L1. Para ello las células fueron co-
transfectadas utilizando el vector GFP como control de trasfección en combinación 
con el siRNA Rab34 o el siRNA control. Transcurridas 72 h las células fueron 
procesadas para inmunobloting (Fig. 35A) o para inmunotinción, utilizando el 
anticuerpo anti-PLIN para marcar las gotas lipídicas (Fig. 35 B y C). El análisis de 
Western blot mostró que usando el siRNA elegido se obtuvo una disminución de la 
expresión de Rab34 de hasta el 54% (Fig. 35A). El silenciamiento de Rab34 no provocó 
cambio alguno en el número de GLs o el área media de las mismas (Fig. 35D). 
 
Figura 35. Análisis del efecto del silenciamiento de Rab34 en la adipogénesis. (A) Western blot del 
silenciamiento de Rab34 y cuantificación de la señal de Rab34. Los datos son expresados como la 
media ± SEM de 4 experimentos independientes. ***P < 0,001 vs. células transfectadas con siRNA 
control. Células 3T3-L1 co-transfectadas con el vector de expresión GFP junto con (B) el siRNA control 
o (C) el siRNA Rab34  a día 3 de diferenciación e inmunoteñidas con PLIN1. (D) Cuantificación del 
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4.2.4.2.  Monitorización de la dinámica intracelular de Rab34 mediante 
videomicroscopía 
Para profundizar en la función de Rab34 en relación al metabolismo lipídico 
en adipocitos monitorizamos la distribución de la proteína exógena GFP-Rab34 a lo 
largo del tiempo en adipocitos 3T3-L1 estimulados con insulina en condiciones de 
sobrecarga de ácidos grasos. Concretamente, transfectamos las células a día 3 de 
diferenciación y, transcurridas 48 h, se expusieron a oleato 250 μM durante 24 h para 
fomentar la formación de gotas lipídicas. En las últimas 4 h de tratamiento, se añadió 
al medio de cultivo insulina (100 nM) para poder examinar el comportamiento de 
Rab34 en relación a la dinámica de incorporación de ácidos grasos en los adipocitos.  
Durante el tiempo de registro (mínimo de 110 min a intervalos de 1 min) se 
observó una acumulación de Rab34 en la superficie celular en estructuras de 
membrana remisniscentes de lamelipodios (Fig. 36, flechas azules), que rápidamente 
invaginaban (entre 4 y 8 min), dando lugar a estructuras de perfil esférico recubiertas 
de GFP-Rab34 (Fig. 36, flechas blancas). Estas estructuras vesiculares iniciaban un 
transporte retrógrado a medida que sufrían un aumento de tamaño, hasta alcanzar 
la red túbulo-vesicular de membranas del retículo endoplásmico entorno al núcleo 
celular. A raíz de estos resultados, sería razonable proponer que Rab34 podría 
participar de manera activa en la organización de las estructuras de membrana que 
median la captación de ácidos grasos y su transporte hacia el centro celular 
encargado de la esterificación de los mismos, el retículo endoplásmico (Nagayama et 
al., 2007). 
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Figura 36. Videomicroscopía en tiempo real en células 3T3-L1 transfectadas con GFP-Rab34 a día 3 de 
diferenciación y monitorizadas tras estimulo con ácido oleico 250 μM e insulina 100 nM. Barra de 
escala, 10 μm. 
 
4.2.4.3. Efecto de Rab34 en etapas avanzadas de la diferenciación de los adipocitos 
En el presente estudio también se llevó a cabo la evaluación del efecto de 
Rab34 en la capacidad de gestión de lípidos de células 3T3-L1 con un grado avanzado 
de diferenciación adipocitaria. Para ello, se realizaron experimentos de 
sobreexpresión y de silenciamiento de Rab34 en células a día 6 de diferenciación, que 
presentan un número considerable de GLs, en condiciones basales, tras la 
estimulación de la lipogénesis (insulina 100 nM) o la lipolisis (isoproterenol 10 µM) y 
bajo condiciones de sobrecarga de ácidos grasos (ácido oléico 250 µM). 
Concretamente, la sobreexpresión de Rab34 produjo un aumento de la tasa de 
lipogénesis basal sin alterar el efecto de la insulina en este proceso (Fig. 37A). Sin 
embargo, en aquellas células que sobreexpresan Rab34 y expuestas a insulina en 
presencia de ácido oleíco, la tasa de lipogénesis aumentó significativamente con 
respecto a la que presentan las células control (Fig. 37A). Por su parte, la 
sobreexpresión de Rab34 indujo de forma paralela una disminución siginifcativa de 
la actividad lipolítica basal y estimulada por isoproterenol, si bien esta última no 
alcanzó significancia estadística (Fig. 37B).  
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Figura 37. Efecto de la sobreexpresión de GFP-Rab34 en la actividad lipogénica y lipolítica de 
adipocitos. Se evaluó (A) el contenido intracelular de triglicéridos (TAG) y (B) la cantidad de glicerol 
liberado al medio en adipocitos 3T3-L1 sobreexpresando GFP o GFP-Rab34. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P 
< 0,001 vs. GFP control (línea punteada); ###P < 0,001 vs. GFP-Rab34. Los datos están expresados como 
la media ± SEM de al menos n = 6 réplicas biológicas. 
 
Asimismo, se analizó el impacto del silenciamiento de Rab34 en las 
actividades lipogénica y lipolítica de adipocitos 3T3-L1. Así, en células con expresión 
de Rab34 reducida hasta un 54% (ver apartado 4.2.4.1), ni la actividad lipogénica 
basal ni la estimulada por insulina se vieron alteradas. Igualmente, tampoco se varió 
esta actividad en células tratadas con isulina en preencia de alta concentración de 
ácido oléico en el medio (Fig. 38A). En cambio, el silenciamiento de la GTPasa sí afectó 
las actividades lipolítica basal y estimulada. En concreto, la reducción de la expresión 
de Rab34 en estas células redujo significativamente la lipolisis basal y bloqueó 
completamente el efecto estimulador del isoproterenol (Fig. 38B). 
 
 
Figura 38. Efecto del silenciamiento de la proteína Rab34 en la actividad lipogénica y lipolítica de 
adipocitos 3T3-L1. Se evaluó (A) el contenido intracelular de triglicéridos (TAG) y (B) la cantidad de 
glicerol liberado al medio en adipocitos 3T3-L1 electroporadas con siRNA control o siRNA Rab34. *P < 
0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 vs. siRNA control (línea punteada). Los datos están expresados como la 
media ± SEM de al menos n = 6 réplicas biológicas. 
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4.3. Estudio de sobreexpresión de Rab34 
 
4.3.1. Estudio de la sobreexpresión de Rab34 sobre marcadores del 
metabolismo lipídico en adipocitos 
 
Los datos de sobreexpresión de Rab34 mostraban un efecto inhibitorio en la 
tasa lipolítica basal de adipocitos así como en la estimulada por isoproterenol, 
acompañado de un aumento modesto del contenido de triglicéridos que podría ser 
consecuencia de una disminución en su hidrólisis (ver apartado 4.2.4.) En este 
sentido, procedimos a continuación a analizar la relación espacial y funcional de 
Rab34 con la proteína que cataliza la reacción enzimática limitante de la lipolisis, la 
lipasa sensible a hormonas (HSL). Para ello, en primer lugar caracterizamos la 
localización intracelular de HSL en adipocitos 3T3-L1 en condiciones basales y tras la 
estimulación de la lipolisis con isoproterenol y, al igual que otros autores mostraron 
previamente (McDonough et al., 2011), observamos una migración de HSL desde una 
localización citosólica difusa en células no estimuladas a estar claramente asociada 
con la superficie de las GLs tras la estimulación lipolítica (Fig. 39). 
 
Figura 39. Análisis de la localización de la lipasa sensible a hormonas, HSL, en células 3T3-L1 a día 5 de 
diferenciación en condiciones basales y tras estímulo con isoproterenol. Barra de escala, 10 μm. 
Una vez confirmada la dinámica de la proteína HSL tras el tratamiento con 
isoproterenol, investigamos el efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre dicha 
dinámica (Fig. 40). Para ello, células 3T3-L1 a día 3 de diferenciación fueron 
transfectadas con el vector GFP vacío, como control, y con el vector de expresión 
GFP-Rab34. Así, en células en condiciones basales (Fig. 40, panel superior), HSL poseía 
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una distribución citosólica, mientras que en aquéllas expuestas a isoproterenol HSL 
se redistribuía en la superficie de las GLs, donde colocalizó con Rab34. (Fig. 40, panel 
inferior). 
 
Figura 40. Imágenes de microscopía confocal de células 3T3-L1 a día 5 de cultivo que sobreexpresan 
GFP o GFP-Rab34 (verde) e inmunomarcadas para HSL (rojo), en condiciones (A) control y (B) bajo 
tratamiento con isoproterenol 10 μM. Las regiones en color amarillo corresponden a las zonas de 
colocalización de ambas señales. Barra de escala, 10 μm. 
Además, estudiamos el efecto de la sobreexpresión de Rab34 sobre la 
translocación de HSL a las GLs en respuesta al estímulo lipolítico (Fig. 41). Así, 
observamos que la sobreexpresión de Rab34 induce una disminución moderada del 
grado de colocalización con HSL en la superficie de las GLs, lo que sugiere una 
disminución de la cantidad de HSL asociada a las GLs. 
125 
                             RESULTADOS     
 
 
Figura 41. Estudio de cuantificación de la colocalización de HSL con GFP o GFP-Rab34 en células 3T3-
L1, transfectadas a día 3, tratadas con oleato 250 μM durante 18 h y expuestas a isoproterenol 10 μM 
durante 4 h. El coeficiente de Manders está expresado en unidades arbitrarias (u.a.). 
 
Para determinar el efecto de Rab34 en la formación de GLs, se cuantificó el 
número de estos orgánulos y el área promedio de las mismas en células 
sobreexpresando GFP o GFP-Rab34 tratadas con oleato (para inducir la formación de 
GLs) y tratadas con isoproterenol. En dichas células se observó que el número de GLs 
en respuesta a isoproterenol tiende a ser menor (Fig. 42A) en condiciones de 
sobreexpresión de Rab34, mientras que el área promedio de las GLs mostró una 
tendencia a aumentar en estas células (Fig. 42B), aunque ninguna de estas diferencias 
alcanzó significancia estadística. Estos resultados apoyarían una función de Rab34 
como protector frente al efecto lipolítico del isoproterenol. 
 
Figura 42. Estudio de GLs en células 3T3-L1 sobreexpresando GFP o GFP-Rab34, tratadas 18 horas con 
oleato 250 μM en respuesta a tratamiento con isoproterenol 10 μM durante 4 horas. (A) Cuantificación 
de la cantidad de GLs expresada en unidades. (B) Área promedio de GLs expresada en μm2. 
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4.4. Efecto del silenciamiento de Rab34 en células 3T3-L1 
 
Para estudiar el efecto del silenciamiento de Rab34 en células 3T3-L1, 
preadipocitos 3T3-L1 fueron transfectados con los siRNAs control o Rab34 25 nM a 
día 3 de diferenciación, de las cuales se extrajeron extractos proteicos 72 horas 
posteriores a la transfección. Adicionalmente, también se estudió el efecto del 
silenciamiento de Rab34 sobre la expresión de otras proteínas relacionadas con el 
aparato de Golgi, como GM130, con el tráfico intracelular de membranas como Arf1 
y ERGIC53, y relacionadas con la funcionalidad de las GLs, como PLIN1, la lipasa de 
triglicéridos del tejido adiposo, ATGL y la lipasa sensible a hormonas, HSL (Fig. 43A).  
La cuantificación del análisis de Western blot reveló que el silenciamiento de 
Rab34 induce una disminución significativa de la expresión de HSL (P < 0.01) (Fig. 43B) 
sin afectar significativamente la expresión de los otros genes estudiados.  
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Figura 43. Efecto del silenciamiento de Rab34 en la expresión de proteínas clave del aparato de Golgi 
y las GLs. (B) Western blot de dos muestras representativas y (C) cuantificación del efecto del 
silenciamiento de Rab34 sobre proteínas clave del aparato de Golgi (GM130 y Arf1), del 
compartimento ERGIC (ERGIC53) y de las GLs (PLIN, ATGL y HSL). ). Los datos están expresados como 
la media ± SEMde n = 6 réplicas biológica. **P < 0,01; ***P < 0,001 vs.células control.  
 
 
4.5. Estudio de la distribución de Rab34 en la línea celular de 
hepatocarcinoma HepG2 
Rab34 también fue estudiado en otro tipo celular, los hepatocitos, que, 
aunque en condiciones normales no presenta gotas lipídicas, son una de las 
principales dianas de la acumulación ectópica de ácidos grasos en condiciones 
patológicas (Lara-Castro y Garvet, 2008). Para realizar este estudio se utilizó la línea 
celular de hepatocarcinoma humano HepG2. El estudio de doble inmunocitoquímica 
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y microscopía confocal reveló que, al igual que ocurre en adipocitos, Rab34 localiza 
en membranas del aparato de Golgi, donde colocaliza fuertemente con los 
marcadores de las redes trans- y cis-Golgi (Golgin97 y GM130, respectivamente), así 
como con el marcador de vesículas de transporte retrógrado Arf1/COPI derivadas de 
éste (Arf1) (Fig. 44A). Sin embargo, cuando se indujo la formación de gotas lipídicas 
en los hepatocitos sometiendo a las células a una sobrecarga de ácidos grasos (oleato 
250 μM durante 18 h), se observó que Rab34 pierde su característica asociación con 
membranas del aparato de Golgi, pero aumenta substancialmente su interacción con 
la superficie de las GLs de nueva formación. Así, tras el tratamiento, Rab34 colocaliza 
significativamente con el marcador de GLs específico de hepatocitos PLIN2 (Straub et 
al., 2008) y con el pool de Arf1 que se ha demostrado previamente estar asociado a 
estos orgánulos (Wilfling et al., 2014) (Fig. 44B). Asimismo, cabe destacar que Rab34 
también apareció en membranas ERGIC colocalizando con el marcador específico de 
este compartimento ERGIC53 tanto en condiciones basales como tras la estimulación 
de las células con oleato (Fig.44 A y B).  
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Figura 44. Distribución intracelular de Rab34 en células HepG2 (A) en condiciones basales y (B) tras 
tratamiento 18 h con ácido oleico 250 μM. Rab 34 sufre un cambio de localización, de una distribución 
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relacionada al Golgi en condiciones basales a una más vesiculo-reticular y alrededor de las GLs bajo 
tratamientos de ácido oleico. Barra de escala, 10 μm. 
 
4.5.1. Aislamiento e identificación de proteínas interactoras de Rab34 
relacionadas con los procesos de lipogénesis y tráfico intracelular 
de membranas 
Para profundizar sobre las bases moleculares que subyacen en la función de 
Rab34 en adipocitos empleamos la técnica BioID (Roux et al., 2012) combinada con 
espectrometría de masas (nano-LC acoplado a un híbrido-cuadropolo-TOF 5600+) 
con el fin de aislar e identificar las proteínas asociadas físicamente o formando 
complejo con la GTPasa. Para ello, se diseñó y construyó un vector de expresión GFP-
Rab34 unido a una proteína ligasa de biotina, BirA, lo que provocará la biotinilación 
de proteínas próximas a la GTPasa. Las proteínas biotiniladas fueron seleccionadas 
por aislamiento con beads magnéticas conjugadas con estreptavidina para su 
posterior identificación. Utilizando esta técnica, se pudieron identificar un número 
importante de proteínas asociadas a Rab34 o formando complejo con la GTPasa en 
células 3T3-L1 y HepG2. En concreto, se identificaron más de 1500 proteínas que, tras 
un primer filtro en el que se descartaron proteínas ribosomales, relacionadas con la 
transcripción y traducción, nucleares y las consideradas contaminantes (i.e. 
keratinas), se obtuvieron un total de 118 proteínas en preadipocitos 3T3-L1 (día 3 de 
diferenciación) y 299 en adipocitos, 435 en células HepG2 en condiciones basales y 
408 en HepG2 tratadas con oleato. Tras esta primera inspección de las 
identificaciones se obtuvieron un total de 61 proteínas comunes en todas las 
condiciones estudiadas (Fig. 45).  
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Figura 45. Diagrama representando el número de proteínas identificadas en cada una de las 
condiciones experimentales y las comunes en cada posible combinación de condiciones. En azul se 
representa el número de proteínas identificadas en todas las condiciones investigadas. El diagrama de 
Venn fue generado utilizando la aplicación informática de Bioinformatics Evolutionary Genomics 
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/software/details/Venn-Diagrams) 
 
Entre las proteínas identificadas se encontraron, proteínas que actúan 
secuencialmente en la ruta de síntesis de ácidos grasos, en la lipogénesis de novo, 
estas proteínas son: ATP citrato liasa (ACLY), acetil-CoA carboxilasa (ACC), y ácidos 
grasos sintetasa (FASN).  Adicionalmente, esta técnica nos permitió identificar varias 
proteínas relacionadas con el tráfico celular (Arf1, Arf6, COPA, CLTC, etc.), 
componentes del citoesqueleto (ACTA, miosinas, plectina, vimentina, etc.), otras 
proteínas Rab (Rab1A, Rab11, Rab18, Rab7, etc.). La Tabla 7 muestra una relación de 
las proteínas comunes identificadas en todas las condiciones experimentales y tipos 
celulares utilizados para el estudio, clasificadas de acuerdo a su función o localización 
intracelular.   
Tabla 7. Proteínas identificadas en el interactoma de Rab34 en adipocitos 3T3-L1 a día 3 y 6 de 
diferenciación y hepatocitos HepG2 en condiciones basales y tras su exposición a 250 μM de ácido 
oleico. Se representan las proteínas que son comunes en las cuatro condiciones estudiadas.  
LOLALIZACIÓN / 
FUNCIÓN SÍMBOLO NOMBRE DE LA PROTEÍNA 
SÍNTESIS DE ÁCIDOS 
GRASOS 
ACLY ATP citrato liasa 
ACC Acetil-CoA carboxilasa 
FASN Sintasa de ácidos grasos 
COMPLEJO DEL ANILLO 
TCP1  
CCT2 Chaperonina que contiene subunidad 2 de TCP1 
CCT3 Chaperonina que contiene subunidad 3 de TCP1 
CCT4 Chaperonina que contiene subunidad 4 de TCP1 
CCT5 Chaperonina que contiene subunidad 5 de TCP1 
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CCT7 Chaperonina que contiene subunidad 7 de TCP1 
CCT8 Chaperonina que contiene subunidad 8 de TCP1 
TCP1 Proteína 1 del complejo T 
CITOESQUELETO 
ACTA1 Actina subunidad A1 
ACTB Actina subunidad B 
ACTG1 Actina sugunidad G1 
ACTN1 Alfa-Actina-1 
CFL1 Cofilin1 
DYNC1H1 Cadena pesada 1 de dineina citoplasmática 
FN1 Fibronectin 1 
MYH10 Miosina 10 
MYH9 Miosina 9 
MYO1B Miosina variante 1B 
MYO1C Miosina variante 1C 
MYO5C Miosina variante 5c 
PFN1 Profilina 1 
PLEC Plectina  
TUBA1B Tubulina alfa 1B 
TUBB Tubulina beta 
TUBB2C Tubulina beta 2C 













AGAP1 Arf-GAP con GTPasa 1 
AP3D1 Complejo AP-3 unidad delta-1 
ARF1 Factor 1 ADP de ribosilación  
ARF3 Factor 3 ADP de ribosilación  
ARF4 Factor 4 ADP de ribosilación  
ARF5 Factor 5 ADP de ribosilación  
ARF6 Factor 6 ADP de ribosilación  
ARHGAP10 Proteína 10 Rho activadora de GTPasa 
ARL1 Pproteína similar al factor 1 ADP de ribosilación  
CLTC Cadena pesada de clatrina 
COPA Subunidad alfa de coatomero 
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COPB Subunidad beta de coatomero 
COPG1 Subunidad gama 1 de coatomero 
GNB2 Subunidada beta 2 de la proteína G 
GTPBP4 Proteínas 4 de unión a GTP  
LRP1 
Lipoproteína de basa densidad relacionada a receptor 




BIP Proteína de unión a inmunoglobulina 
GLICÓLISIS 
GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 
PGAM1 Fosfoglicerato mutasa 1 
PHGDH Fosfoglicerato deshidrogenasa 
MISCELANEA UGDH UDO-Glucosa 6-deshidrogenasa 
 
En conjunto estos hallazgos sugieren que Rab34, como otras proteínas Rab, 
podría actuar como scaffold para organizar plataformas enzimáticas y/o de 
señalización que participen en la síntesis y acumulación de lípidos así como en el 
transporte intracelular de los mismos.  
4.6. Rab34 en tejido adiposo humano 
La distribución de Rab34 también se estudió en preadipocitos humanos 
aislados de tejido adiposo omental y subcutáneo de pacientes obesos mórbidos 
sometidos a cirugía bariátrica. Dicho estudio reveló que en humanos Rab34 posee 
una distribución similar a lo observada en las células 3T3-L1 durante su 
diferenciación. Concretamente, a días tempranos de diferenciación (días 3) Rab34 
colocalizó con Arf1, mientras que a día 6 de diferenciación, cuando las células ya 
presentan GLs, Rab34 se redistribuyó con Arf1 y PLIN1 en la superficie de estos 
orgánulos, donde se mantiene hasta días tardíos de diferenciación (día 10) (Fig. 46) 
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Figura 46. Distribución de Rab34 durante la diferenciación in vitro de preadipocitos humanos. Rab34 
modificó su distribución durante la diferenciación de adipocitos humanos de tejido adiposo (A y B) 
omental y (C y D) subcutáneo. A día 3, Rab34 colocalizó con Arf1 en las membranas del aparato de 
Golgi, mientras que a días más avanzados (6 y 10) mostró una distribución característica en torno a las 
GLs, colocalizando con  PLIN1 y con Arf1. Barra de escala, 10 μm. 
 
Adicionalmente, la distribución de esta GTPasa también se estudió en 
adipocitos maduros humanos aislados a partir de los depósitos de grasa omental y 
subcutánea. En estas células, caracterizadas por la gran gota lipídica que ocupa la 
práctica totalidad del citosol, Rab34 presentó una localización dual, colocalizando con 
marcadores del aparato de Golgi (GM130 y Arf1) y con el compartimento ERGIC 
(ERGIC53), así como con el marcador GLs PLIN1 (Fig. 47). 
135 
                             RESULTADOS     
 
 
Figura 47. Localización de Rab34 en adipocitos humanos maduros del tejido adiposo (A) omental y (B) 
subcutáneo. Rab34 muestra una distribución dual en estas células, mostrando una colocalización tanto 
con el marcador PLIN, como con Arf1, GM130 y ERGIC53 en ambos tejidos. Barra de escala, 10 μm. 
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Por otro lado, para investigar la contribución de Rab34 en relación a 
enfermedad metabólica cuantificamos el contenido de la GTPasa en extractos 
proteicos de muestras de tejido adiposo total de los depósitos subcutáneo y omental 
obtenidas a partir de pacientes delgados, así como de obesos normoglucémicos o con 
resistencia a insulina (Fig. 48). En dicho estudio se observó una disminución 
significativa de la expresión de Rab34 en tejido adiposo omental asociada a la variable 
obesidad e independiente de la presencia de resistencia a insulina (Fig. 48A). Por otra 
parte, no se observaron diferencias significativas en el contenido de Rab34 en tejido 
adiposo subcutáneo (Fig. 48B).  
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Figura 48. Análisis de expresión de Rab34 en tejido adiposo humano. Análisis de Western blotting y 
cuantificación de quimioluminiscencia de extractos proteicos de (A) TAV y (B) TASC Se muestra en cada 
caso el nivel de expresión de Rab34 en individuos delgados (LN; n = 5), obesos normoglucémicos (NG; 
n = 5) y obesos con resistencia a insulina (n = 5) y el nivel medio corregido con la carga total de proteína 
por calle (Ponceau) para cada condición. * P < 0,05, **P < 0,01 vs. LN. 
Finalmente, se llevó a cabo el análisis de la expresión de Rab34 in vitro en 
modelos celulares de adipocitos 3T3-L1 que simulan las condiciones patofisiológicas 
de obesidad y resistencia a insulina (ver apartado 3.5.2).  
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En primer lugar, la exposición a oleato, que induce hipertrofia sin resistencia 
a insulina (Díaz-Ruiz et al., 2015), provocó un aumento significativo tanto en el 
número de GLs (P < 0,05), como del área de las GLs (P < 0,01) que tienen Rab34 
asociadas respecto a las células control, como se observa en las imágenes de 
adipocitos 3T3-L1 doblemente marcados para Rab34 y PLIN1 (Fig. 49). Estos 
resultados se acompañaron de un aumento en el contenido total de la proteína 
Rab34, según muestran nuestros resultados de immunoblot (Fig. 50A).  
 
Figura 49. Células 3T3-L1 expuestas a ácido oleico  250 μM durante 18 horas y (A) teñidas con Oil Red 
O y (B) doble inmunoteñidas con anti-Rab34 (rojo) y anti-PLIN (verde). Barra de escala, 10 μm. (C) 
Cuantificación de número de gotas lipídicas (GLs) y área celular (en μm2). Los datos se representa 
como la media ± SEM, * P < 0,05; ** P < 0,01 vs. Células no tratadas (Control).  
 
De la misma manera, la exposición de los adipocitos a condiciones de 
hiperinsulinemia e hiperglucemia (alta glucosa y alta insulina, HGHI) también 
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incrementó significativamente los niveles de Rab34, respecto a lo observado en 
condiciones basales (Fig. 50C). Por otro lado, la exposición a palmitato o TNF-α no 
generaron variaciones significativas en la expresión de Rab34 en las células 3T3-L1 
(Figs. 50 B y D). 
 
Figura 50. Expresión de Rab34 en modelos celulares de obesidad y resistencia a insulina en adipocitos 
3T3-L1. Diferentes estímulos metabólicos que generan hipertrofia y/o condiciones de resistencia a 
insulina [(A y B) 500 µM oleato y 500 µM palmitato, 18 h, (C y D) alta glucosa (4.5 g/L)/ alta insulina 
(100 nM) (HGHI) o 5 nM TNF-α durante 24 h]. ). Los datos están expresados como la media ± SEM de 
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5.1. NECC2 es una proteína asociada a caveolas involucrada 
en la señalización de la insulina 
 
Las caveolas han sido descritas como invaginaciones de la membrana celular, no 
recubiertas por clatrina, y son de particular relevancia en adipocitos (Pilch et al., 2007; Pilch 
y Liu, 2011), en los que pueden representar alrededor del 50% de su superficie (Thorn et al., 
2003). Estos dominios especializados de membrana están involucrados en una amplia 
variedad de procesos celulares, entre los cuales están incluidos el transporte vesicular, la 
endocitosis y la transcitosis (Schnitzer et al., 1995), y actúan además como importantes 
centros celulares coordinando la formación de complejos de señalización (Smart et al., 1999). 
Las caveolas están constituidas por proteínas estructurales y del citoesqueleto, factores de 
scaffolding, colesterol y esfingolípidos, y una serie de moléculas de señalización (i.e. receptor 
de insulina, miembros de la cascada de la MAP quinasa, o el transportador de glucosa GLUT-
4). En conjunto, estas proteínas son esenciales para la formación, mantenimiento y 
organización funcional de las caveolas (Engelman et al., 1998; Okamoto et al., 1998; Karlsson 
et al., 2004; Yuan et al., 2007; Richter et al., 2008; Hayer et al., 2010; Parton y del Pozo, 2013). 
Nuestros estudios de diferenciación de células 3T3-L1, el tipo celular más 
comúnmente utilizado para este tipo de estudios, revelaron que tanto el contenido de ARNm 
como la expresión proteica de NECC2 aumentan progresivamente durante la adipogénesis, 
alcanzando su máximo nivel en adipocitos diferenciados. Estos resultados indican que, como 
se ha sugerido previamente para otras proteínas con largos dominios coiled-coil inducidas 
durante la diferenciación de los preadipocitos (de tipo fibroblasto) a adipocitos, como las 
golginas golgin-160 ó p115 (Williams et al., 2007), NECC2 podría desempeñar un papel en la 
adquisición del fenotipo adipocitario. Estos resultados extienden nuestras observaciones 
previas sobre la expresión de NECC2 en órganos endocrinos (Cruz-García et al., 2011). 
Por otra parte, en estudios previos demostramos que NECC2 se encuentra asociado 
a caveolas en la línea celular neuroendocrina PC12 (Díaz-Ruiz et al., 2013). Estos resultados, 
junto con la observación de que la inmunoseñal para NECC2 se localiza en parte en el citosol 
pero, fundamentalmente, en la superficie celular de los adipocitos 3T3-L1, nos llevó a 
investigar si, como en células PC12, NECC2 podría estar asociado a las caveolas en estas 
células. Así, mediante inmunotinción doble utilizando anticuerpos para el marcador de 
caveolas, CAV1, y para NECC2 y microscopía confocal en adipocitos 3T3-L1 observamos que 
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NECC2 colocaliza con CAV1 en la superficie celular, sugiriendo que esta proteína podría estar 
asociada a caveolas en adipocitos. Además, la inmunoseñal para NECC2 también mostró un 
alto grado de coincidencia espacial con la distribución de la actina cortical, que se ha descrito 
que se distribuye a lo largo de la cara interna de los clusters o rosetas en los que se organizan 
las caveolas en este tipo celular (Parton y del Pozo, 2013). En esta línea, se ha propuesto que 
la actina cortical, que se asocia en particular al cuello de las caveolas (Foti et al., 2007), regula 
la localización de CAV1 y la dinámica (internalización y tráfico) de estas lipid rafts 
enriquecidas en colesterol (Kanzaki y Pessin, 2002; Mundy et al., 2002; Sverdlov et al., 2009; 
Head et al., 2014; Echarri y del Pozo, 2015). En este sentido, la exposición de los adipocitos 
3T3-L1 a latrunculina B para causar la despolimerización de actina disminuyó 
significativamente la colocalización entre NECC2 y la actina cortical. Curiosamente, mediante 
estudios de microscopía electrónica se ha demostrado la presencia de una estructura densa 
a los electrones (i.e., rica en proteínas) que parece conectar las caveolas con los filamentos 
de actina (Echarri y del Pozo, 2015), en la que podría localizarse NECC2. Lamentablemente, 
los anticuerpos de los que disponemos de NECC2 no permiten la identificación de esta 
proteína en estudios de microscopía electrónica. No obstante, el tratamiento con 
latrunculina B no modificó el grado de solapamiento entre las señales inmunofluorescentes 
de las proteínas NECC2 y CAV1 endógenas en los adipocitos. Estos resultados estarían de 
acuerdo con estudios previos de otros autores en los que se demostró que los adipocitos 
3T3-L1 expuestos a tratamientos con latrunculina B no ven afectadas ni la integridad ni la 
abundancia de sus caveolas (Foti et al., 2007; Kanzaki y Pessin, 2002). En conjunto, nuestros 
estudios de microscopía indican que la asociación de NECC2 con caveolas no depende de 
actina. Sin embargo, la disminución del colesterol de membrana inducida mediante el 
tratamiento de las células con metil-β-ciclodextrina, que extrae el colesterol de las 
membranas y ha sido utilizado previamente para la desorganización de lipid rafts en 
adipocitos (Shigematsu et al., 2003), redujo la colocalización entre NECC2 y CAV1 en células 
3T3-L1. Vistos en conjunto, nuestros resultados demuestran que NECC2 se encuentra 
localizada en caveolas en los adipocitos 3T3-L1. Nuestras observaciones también son 
consistentes con la noción de que la asociación de NECC2 con caveolas podría ocurrir a través 
de su interacción con el colesterol presente en las caveolas por medio de sus dominios CRAC.  
En este contexto, los experimentos de extracción de membranas enriquecidas en 
caveolas utilizando un método libre de detergentes junto con los estudios de 
fraccionamiento subcelular sugieren que NECC2 no es una proteína periférica de membrana 
si no que se comporta como una proteína soluble que estaría presente en la cara citosólica 
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de las caveolas.  Estos resultados están en línea con nuestras observaciones previas en las 
células neuroendocrinas PC12, en las que NECC2 presenta el mismo perfil de distribución 
(i.e., en fracciones citosólicas) en experimentos de extracción con detergentes no iónicos y 
fraccionamiento subcelular en gradiente de sacarosa (Díaz-Ruiz et al., 2013). De manera 
similar, las cavinas son proteínas solubles con dominios coiled-coil (cremalleras de leucina) y 
residuos básicos que se localizan igualmente en la cara citosólica de las caveolas (Kovtun et 
al., 2015; Shvets et al., 2015). Notablemente, se ha observado que las proteínas con largos 
dominios coiled-coil presentes en el aparato de Golgi, las golginas, siguen ciclos de 
asociación/disociación entre el citosol y las membranas del Golgi, al que se anclan mediante 
proteínas de unión asociadas al aparato de Golgi (Gilingham et al., 2016; Witkos y Lowe, 
2015). Así, además de por su potencial interacción con lípidos de la membrana plasmática, 
NECC2 podría residir en los lipid rafts gracias a su interacción con proteínas que se 
encuentran asociadas a caveolas. En este sentido, se ha propuesto que los sitios de N-
miristoilación presentes en proteínas tales como NECC2 permiten el establecimiento de 
interacciones débiles proteína-proteína y proteína-lípido (Farazi et al., 2001; Head et al., 
2014) y, por tanto, desempeñan un papel importante en el targeting de las proteínas a la 
membrana y en las uniones proteína-proteína (Rowe et al., 2006). No obstante, todavía 
queda por esclarecer la relevancia de los dominios CRAC y/o sitios N-miristoilación de la 
secuencia de NECC2 en relación a su capacidad de unión a caveolas. 
Las caveolas juegan un papel crucial en la compartimentación espacial de la 
señalización de la insulina (Kabayama et al., 2007). Está claramente establecido que la 
insulina regula sus células diana mediante la activación de una compleja red de señalización. 
La activación de esta red de señalización se produce tras la unión de la insulina a su receptor, 
que se encuentra localizado en caveolas (Gustavsson et al., 1999; Foti et al., 2007). Esta 
distribución específica se produce gracias a la interacción del receptor de insulina (IR) con 
proteínas del citoesqueleto distribuidas en la cara citosólica de las caveolas y que están 
particularmente enriquecidas en estos microdominios de la membrana plasmática (Foti et 
al., 2007). En este estudio, nuestras observaciones mostraron que NECC2 colocaliza con el IR 
a nivel de la superficie celular. En este sentido, estudios iniciales en células CHO expresando 
el IR humano mostraron que este receptor puede internalizarse tras la estimulación de las 
células con insulina (Carpentier, 1993). Sin embargo, datos recientes en adipocitos primarios 
de rata han puesto de manifiesto que alrededor del 92% de los receptores de insulina 
permanecen en la membrana plasmática tras el tratamiento con insulina (Fagerholm et al., 
2009). En este contexto, observamos que el grado de colocalización entre NECC2 y el IR no 
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disminuye en adipocitos 3T3-L1 expuestos a un tratamiento de insulina. En esta misma línea 
están nuestros resultados demostrando que la exposición de los adipocitos 3T3-L1 a insulina 
no redujo el grado de colocalización entre NECC2 e IR en la superficie celular. De hecho, estos 
experimentos mostraron que se produce un aumento en la acumulación de NECC2 en la 
superficie celular después de la exposición de los adipocitos a insulina, sugiriendo que esta 
hormona induce el reclutamiento de NECC2 hacia la superficie celular. Se han encontrado 
resultados similares para la proteína sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1), una proteína 
adaptadora crítica en la ruta de señalización de la insulina, que también se acumula en la 
superficie celular en respuesta a la estimulación aguda con insulina (Mundy et al., 2002; 
Stenkula et al., 2007). Curiosamente, estudios previos de nuestro laboratorio han 
demostrado que NECC2 colocaliza con el receptor del factor de crecimiento neuronal (NGF), 
TrkA, a nivel de las caveolas en células neuroendocrinas PC12, y que la cantidad de 
inmunoseñal para NECC2 en la superficie de estas células se ve aumentada tras la exposición 
a NGF (Díaz-Ruiz et al., 2013). En conjunto, nuestros resultados, tanto en adipocitos 3T3-L1 
como en células neuroendocrinas PC12, sugieren que NECC2 podría actuar en las caveolas 
como un mediador común en la señalización activada por factores de crecimiento (insulina y 
NGF, respectivamente), probablemente a través su interacción, directa o indirecta, con sus 
receptores respectivos, IR y TrkA. 
En particular, nuestros resultados de miscroscopía confocal y bioquímicos sugieren 
que NECC2 podría estar involucrada en la señalización de insulina en adipocitos. Puesto que 
la activación de la ruta PI3K/Akt por el IR requiere de un microambiente lipídico enriquecido 
en colesterol (Parpal et al., 2001), y que es necesaria la interacción del IR con el citoesqueleto 
para conseguir una activación apropiada de la ruta ERK1/2 (He et al., 2003), decidimos 
analizar el efecto de la modulación del contenido de NECC2 en adipocitos 3T3-L1 sobre la 
activación de estos efectores de la insulina mediada por el IR. Observamos que la 
sobreexpresión de NECC2 mediante la transfección transitoria de células 3T3-L1 con el vector 
GFP-NECC2 produjo una estimulación sostenida de la fosforilación de Akt (i.e., activación de 
Akt) activada por insulina. Se ha propuesto que la activación prolongada de Akt conlleva a 
una inhibición de señalización de insulina y, por lo tanto, resistencia a insulina (Nagoshi et 
al., 2005; Ozes et al., 2001). Sorprendentemente, la sobreexpresión de NECC2 no tuvo efecto 
sobre la activación de ERK1/2 dependiente de IR, que también ocurre en respuesta a la unión 
de la insulina a su receptor (Frojdo et al., 2009). Por otro lado, la disminución en la expresión 
de NECC2 en adipocitos 3T3-L1 mediante silenciamiento con un vector shRNA redujo la 
fosforilación de los dos efectores intracelulares, Akt y ERK1/2, en respuesta a insulina. Estos 
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resultados, junto con los datos de sobreexpressión de NECC2, sugieren que se requieren 
niveles apropiados de expresión de NECC2 para una correcta actividad del IR. En este sentido, 
nuestros estudios previos en células neuroendocrinas mostraron que tanto la sobreexpresión 
como el silenciamiento de NECC2 redujeron la fosforilación de ERK1/2 activada por NGF, 
mientras que la fosforilación de Akt no se vio afectada en células en las que los niveles de 
expresión de NECC2 fueron incrementados o disminuidos mediante sobre-expresión y 
silenciamiento, respectivamente (Díaz-Ruiz et al., 2013). Estas observaciones, en conjunto, 
apoyan la participación de NECC2 en el mantenimiento de la función de las caveolas como 
plataformas de señalización regulando selectivamente, de manera dependiente del tipo 
celular, cascadas específicas de señalización. 
 
5.2. Regulación de NECC2 en repuesta a  estímulos 
obesigénicos y en resistencia a insulina 
 
En relación con nuestros hallazgos sobre NECC2 en adipocitos 3T3-L1, y dada la 
estrecha relación entre obesidad y resistencia a insulina/diabetes tipo 2 (T2D) (Kahn y Flier, 
2000), examinamos la expresión de NECC2 en tejido adiposo de pacientes con diferentes 
grados de sensibilidad a la insulina. Estos estudios mostraron que, independientemente del 
depósito graso y del sexo de los individuos, la obesidad está asociada con un incremento en 
los niveles de NECC2. Esto podría representar una respuesta adaptativa de los adipocitos 
para superar las alteraciones provocadas como consecuencia del incremento de la 
acumulación de lípidos que ocurre en obesidad. Sin embargo, aunque observamos una 
tendencia hacia unos mayores niveles de expresión de ARNm de NECC2 en individuos obesos 
normoglucémicos en comparación con sujetos delgados tanto en el depósito graso 
subcutáneo como el visceral, estos niveles alcanzaron significación estadística solamente 
cuando los individuos obesos mostraron resistencia a insulina (IGT y/o T2D). Estos cambios 
se asemejan a los obesrvados previamente para CAV1 en tejido adiposo humano (Catalan et 
al., 2008). En conjunto, estos resultados, junto a nuestros hallazgos morfológicos y 
funcionales en células 3T3-L1, sugieren un papel para NECC2 en obesidad y en el desarrollo 
de las alteraciones del metabolismo de la glucosa asociados a la obesidad.  
Finalmente, con el fin de obtener una visión de los mecanismos que regulan la 
expresión de NECC2 en el tejido adiposo, evaluamos el contenido de esta proteína en 
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modelos in vitro de hipertrofia y/o resistencia a insulina de adipocitos (Buren et al., 2003; 
Yeop et al., 2010; Diaz-Ruiz et al., 2015). Así, observamos que la inducción de hipertrofia 
(mediante exposición a ácido oleico) o de resistencia a insulina (por exposición a 
concentraciones elevadas de glucosa e insulina) provocaron un aumento significativo de los 
niveles proteicos de NECC2 en adipocitos 3T3-L1, lo que va acorde en gran medida con los 
cambios observados en nuestros estudios en tejido adiposo humano. Por el contrario, e 
inesperadamente, ni la exposición de las células 3T3-L1 a palmitato ni al estímulo pro-
inflamatorio inducido por TNF-α, que hemos demostrado previamente que provocan 
resistencia a insulina junto con hipertrofia o solamente resistencia a insulina, 
respectivamente (Díaz-Ruiz et al., 2015), modificaron significativamente el contenido de 
NECC2 en las células 3T3-L1. Estos resultados concuerdan con observaciones previas de 
nuestro laboratorio y otros grupos indicando que los diferentes factores o procesos que 
operan en obesidad (i.e. citoquinas, lípidos, glucosa, hipoxia, fibrosis, etc.) pueden activar 
respuestas celulares distintas en los adipocitos (Buren et al., 2003; Yeop et al., 2010; Díaz-
Ruiz et al., 2015). En este contexto, parece razonable proponer que la expresión elevada de 
NECC2 observada en individuos obesos resistentes a insulina es el resultado de la activación 
de múltiples procesos de estrés celular en los adipocitos obesos. 
En conclusión, nuestros datos proporcionan la primera demostración de la asociación 
de una proteína con largos dominios coiled-coil, NECC2, con caveolas en adipocitos, e 
identifica a esta proteína como un regulador potencial del sistema insulina/IR en adipocitos. 
Adicionalmente, estos resultados sugieren que la acumulación de NECC2 en tejido adiposo 
humano podría contribuir, al menos en parte, al desarrollo de resistencia a insulina en 
obesidad. 
 
5.3. Rab34 es un componente de la cubierta de las GLs 
 
La visión inicial de las GLs como simples orgánulos encargados del almacenaje de 
energía, con funciones limitadas, ha cambiado notablemente en los últimos años. De esta 
manera, en la actualidad se acepta que son orgánulos altamente dinámicos y complejos, que 
intervienen en importantes procesos celulares, entre los que se incluye necesariamente el 
almacenaje y movilización de la energía almacenada de una forma estrictamente regulada 
(Reue, 2011; Malagón et al., 2013). Este cambio de paradigma ha estado sustentado en gran 
medida por la identificación de proteínas asociadas a las GLs, fundamentalmente mediante 
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estudios proteómicos de GLs aisladas bien a partir de adipocitos o de otros tipos celulares 
que presentan GLs en su citosol, bajo condiciones normales o en condiciones patológicas, 
como los hepatocitos (revisado por Zehmer et al., 2009; Hodges y Wu, 2010; Kühnlein, 2011; 
Yang et al., 2012; Rabanal, 2014; Gao y Goodman, 2015; Hashemi y Goodman, 2015). Así, los 
estudios proteómicos pioneros de Brasaemle y colaboradores en GLs de adipocitos 3T3-L1 
revelaron que la estimulación de la lipólisis mediante agonistas β-adrenérgicos incrementa 
el número de proteínas asociadas a la superficie de las GLs tales como ADRP, CAV1 y 
proteínas Rab GTPasas, como Rab18 (Brasaemle et al., 2004). Más recientemente, un estudio 
proteómico de GLs nos permitió identificar, por primera vez, la presencia de un miembro 
adicional de la familia Rab, Rab34, en la cubierta de las GLs de células 3T3-L1, tanto en 
condiciones basales como tras la estimulación de las células con insulina (Rabanal, 2014). 
Este hallazgo fue probablemente posible porque las células 3T3-L1 utilizadas en dicho 
estudio proteómico estaban en etapas avanzadas de diferenciación (día 10). De hecho, como 
muestran nuestros resultados de microscopía confocal tanto en células 3T3-L1 como en 
adipocitos humanos diferenciados in vitro, Rab34 presenta una localización dual en 
adipocitos, i.e. aparato de Golgi y/o GLs, dependiente del estadio de diferenciación 
(temprano o tardío), y del nivel de expresión de dicha proteína (nivel fisiológico o 
sobreexpresión).  
En relación a su distribución en el aparato de Golgi, observamos que dicha 
localización es característica de células 3T3-L1 no diferenciadas, que mantienen aún su 
fenotipo fibroblástico carente de GLs. Esta localización es similar a la descrita en los primeros 
estudios sobre Rab34, que se llevaron a cabo en células NRK (normal rat kidney) (Wang y 
Hong, 2002). Estos y otros estudios posteriores demostraron que Rab34 en el Golgi, 
particularmente en el TGN, regula el tráfico y acumulación de los lisosomas en las 
proximidades del Golgi mediante su interacción con la proteína RILP que, entre otras 
acciones, actúa como efector de otra proteína Rab que se localiza en la membrana de los 
lisosomas, Rab7, y que también contribuye al transporte de los lisosomas hasta la región peri-
Golgi  mediante su interacción con el sistema motor dinactina/dineina asociado a 
microtúbulos (Wang y Hong, 2002; Kasmapour et al., 2012; Alloati et al., 2015; Starling et al., 
2016). Por otra parte, estudios en células HeLa, en las que Rab34 también se localiza en el 
aparato de Golgi, han demostrado que esta GTPasa interviene en la salida de las vesículas de 
transporte a partir del TGN, en su transcurso a través de la ruta secretora anterógrada 
(Goldenberg et al., 2007). En conjunto, estos datos indican que Rab34 puede realizar distintas 
funciones asociadas al Golgi de forma dependiente de tipo celular.  
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Curiosamente, en nuestro estudio observamos que, al menos en células 3T3-L1 a días 
iniciales de diferenciación, Rab34 se localiza tanto en la región cis-medial del Golgi como en 
el TGN, como muestra la colocalización de esta GTPasa con marcadores de dichos 
compartimentos, GM130 y sintaxina 6, respectivamente. Como se mencionó en la 
introducción, se han descrito en torno a 20 proteínas Rab en asociación con el aparato de 
Golgi, que recientemente se han clasificado en dos grupos atendiendo a sus características 
funcionales, en particular, al efecto que tiene su activación o inactivación sobre la estructura 
del Golgi ribbon (Liu y Storrie, 2015). Así, Liu y Storrie (2015) definen el Grupo I de Rabs 
asociadas al Golgi como aquellas cuya sobrexpresión tiene poco efecto sobre la organización 
del Golgi ribbon, mientras que su inactivación induce la fragmentación del mismo y/o a 
redistribución de las enzimas del Golgi hacia el RE, mientras que las del Grupo II serían 
aquellas para las que se cumple la regla inversa.  En este sentido, nuestros experimentos 
muestran que la expresión de niveles elevados de Rab34 mediante transfección con el vector 
GFP-Rab34 en células 3T3-L1 indiferenciadas, en las que la proteína exógena se distribuye 
asociada al Golgi, induce la fragmentación/vesiculación de este orgánulo. Estos resultados 
indican la importancia de Rab34 en el mantenimiento de la integridad estructural del aparato 
de Golgi y, aunque no hemos realizado estudios de silenciamiento para este análisis concreto, 
apoyan la clasificación de Rab34 como perteneciente al Grupo II de proteínas Rab del Golgi. 
Otra proteína Rab asociada al Golgi y relacionada parcialmente con Rab34 a nivel de 
secuencia, Rab6 (Fukuda, 2008), se define como el representante tipo del Grupo II de 
proteínas Rab del Golgi (Liu y Storrie, 2015). Concretamente, se ha demostrado que Rab6 
interviene tanto en el transporte retrógrado Golgi-RE como en el transporte anterógrado (del 
Golgi a la membrana plasmática) (Heffernan y Simpson, 2014), lo que se ha relacionado con 
la capacidad de esta GTPasa para reclutar proteínas motoras (Liu y Storrie, 2015). 
 En conjunto, nuestros resultados de localización y de sobreexpresión de Rab34 
sugieren que esta GTPasa podría participar en la formación de vesículas de transporte 
generadas a partir de cisternas del aparato de Golgi. De hecho, además de en estructuras de 
tipo cisterna, observamos que la inmunoseñal de Rab34 se asociaba a vesículas cercanas a la 
zona perinuclear donde se localiza el Golgi, lo que nos llevó a estudiar su colocalización con 
marcadores de las vesículas vinculadas a este orgánulo. Estos estudios mostraron que Rab34 
se asocia a vesículas COPI, ya que colocaliza con Arf1, y ocasionalmente, a vesículas COPII 
(marcadas con Sec23). Estos datos relacionaban a Rab34 fundamentalmente con el 
transporte retrógrado de vesículas, bien intra-Golgi o entre Golgi y RE. En esta línea, 
observamos igualmente que Rab34 colocaliza con la proteína ERGIC53 demostrando que 
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también se distribuye, al menos parcialmente, en asociación con el ERGIC. Notablemente, el 
análisis temporal del grado de colocalización de Rab34 con los marcadores de Golgi, RE y 
vesículas asociadas mostró un cambio progresivo en la distribución de esta proteína en 
dirección retrógrada, desde el aparato de Golgi hacia ERGIC a lo largo de la aipogénesis. Así 
mientras que a días iniciales (0 y 3 tras el inicio de la diferenciación), Rab34 muestra un 
considerable grado de colocalización con sintaxina 6 y GM130 y, en menor medida, con Arf1, 
dicha colocalización disminuye a día 6, lo que se acompaña con un incremento transitorio en 
la co-distribución de Rab34 con ERGIC53 a día 3, justo cuando tiene lugar la expresión de 
marcadores de diferenciación tardíos (enzimas lipogénicas y lipolíticas así como otras 
proteínas implicadas en el metabolismo lipídico) en las células 3T3-L1 (Ntambi y Young-Cheul, 
2000). En este sentido, y teniendo en cuenta las funciones generales de las proteínas Rab en 
el tráfico de cargo (Stenmark, 2009; Diekmann et al., 2011; Li y Marlin, 2015), cabe la 
posibilidad de que Rab34 pudiera contribuir al tráfico de proteínas desde el Golgi, tras su 
maduración en este orgánulo, hasta el compartimento intermedio RE-Golgi, para permancer 
en el RE o ser distribuidas hacia otros destinos, incluyendo las GLs.  Se ha estimado que entre 
un 6-30% de las proteínas glicosiladas en el Golgi viajan de vuelta al RE (Heffernan y Simpson, 
2014). Por otra parte, el ERGIC podría servir también como punto de partida para que la 
propia Rab34 circule hasta su siguiente destino temporal, las GLs. De hecho, en días más 
avanzados de diferenciación, cuando las células 3T3-L1 empiezan a acumular GLs (a partir de 
día 3-4 de diferenciación en adelante en nuestras células), la asociación de Rab34 con el 
aparato de Golgi se pierde y se asocia entonces a la superficie de las GLs, colocalizando con 
el marcador constitutivo de estos orgánulos, PLIN1 (Wolins et al., 2006). El hecho de que esta 
GTPasa se asocie a las GLs tan pronto como las células comienzan a acumularlas, apoya la 
idea de que Rab34 podría representar un marcador de diferenciación de los adipocitos, al 
menos en cuanto a su distribución se refiere. Respecto a su concentración, ésta aumenta a 
día 6 y aún más a día 10, probablemente como consecuencia del aumento en el número y 
tamaño de las GLs que ocurre durante ese periodo de diferenciación avanzada.  
Existen diferentes rutas a través de las cuales las proteínas pueden llegar a la 
superficie de las GLs: 1) procedentes del RE durante su formación  por difusión o a través de 
transporte vesicular y/o los puentes que conectan el RE y las GLs maduras, 2) desde el citosol 
mediante hélices anfipáticas o anclajes lipídicos  o mediante su interacción a otras proteínas 
de la cubierta de las GLs (Jacquier et al., 2011; Walther y Farese, 2012; Hashemi y Goodman, 
2015; Kory et al., 2016). Teniendo en cuenta el aumento de la colocalización de Rab34 con 
ERGIC53 justo antes de su asociación con GLs, junto con la estrecha aposición descrita entre 
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las GLs y el compartimento ERGIC y ERES (Soni et al., 2009), es razonable sugerir que la 
transferencia de Rab34 a las GLs nacientes al inicio de la adquisición del fenotipo adipocitario 
podría ocurrir, al menos parcialmente, a través del compartimento ERGIC. Los estudios sobre 
transferencia de proteínas a las GLs (i.e., ATGL) a través del RE apoyan la idea de que este 
proceso ocurre a través de un mecanismo dependiente del sistema Arf1/COPI (Soni et al., 
2009). Sin embargo, llama la atención que en el entorno temporal en el que Rab34 coincide 
más espacialmente con ERGIC53 (etapas tempranas de diferenciación), la colocalización de 
Rab34 con Arf1 disminuye, lo que sugiere que quizás esta vía podría no ser (totalmente) 
responsable del tráfico de Rab34 a las GLs durante la biogénesis de estos orgánulos que 
ocurre a etapas intermedias de la adipogénesis. Puesto que se ha demostrado que las GLs 
nacientes permanecen unidas al RE (Walther y Farese, 2012; Pol et al., 2014; Kory et al., 
2016), cabe la posibilidad de que durante ese periodo Rab34 alcance la superficie de dichas 
GLs desde el RE por simple difusión. Dicho esto, tras un periodo intermedio en el que Rab34 
y Arf1 no parecen colocalizar (Arf1 permanece aún ligado al Golgi, mientras que Rab34 está 
asociada a las GLs), ambas proteínas vuelven a colocalizar posteriormente a nivel de las GLs, 
localización que ya se había descrito para Arf1 en adipocitos maduros en otros estudios 
(Rabanal, 2014; Hashemi y Goodman, 2015). 
En este punto, es importante mencionar los resultados obtenidos sobre Rab34 en 
células HepG2, que recapitulan en gran medida los observados en adipocitos 3T3-L1 y 
humanos. Concretamente, en condiciones basales, Rab34 se asocia al Golgi/vesículas 
COPI/ERGIC en hepatocitos, mientras que la formación de GLs en estas células en respuesta 
a la exposición prolongada a ácidos grasos provoca la translocación de Rab34 desde su 
posición basal a las GLs, presumiblemente mediante la vía retrógrada de transporte vesicular 
a través de ERGIC. El conjunto de resultados en hepatocitos y en adipocitos, murinos y 
humanos, refuerza la idea del papel de Rab34 como marcador de la formación y/o 
mantenimiento de las GLs en condiciones normales y, presumiblemente, también en 
condiciones patológicas (exceso de lípidos).  
Los resultados sobre la colocalización de Rab34 y Arf1 en las GLs podría sugerir la 
existencia de una relación funcional entre ambas proteínas. En esta línea están nuestros 
datos del interactoma de Rab34, que muestran que dicha interacción se produce tanto en 
preadipocitos como en adipocitos, así como en hepatocitos, tratados o no con oleato. Más 
aún, estos mismos estudios revelan que Rab34 interacciona además con varias subunidades 
de la cubierta de coatómeros COPI, entre las cuales COPβ y COPγ1 se ha mostrado que 
interaccionan directamente con Arf1 durante el proceso de formación de la cubierta COPI 
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(revisado por Beck et al., 2009). Curiosamente, la salida de proteínas a partir de los puntos 
de salida del RE, ERES, aunque es mediada inicialmente por vesículas COPII, el transporte 
subsiguiente se produce a través de los intermediarios túbulo-vesiculares del ERGIC que 
están asociados a la cubierta COPI, en un proceso que es dependiente de Arf1/GBF1 (Beck et 
al., 2009). Considerados en conjunto, todos nuestros resultados apoyan la idea de una 
interacción funcional entre Rab34 y Arf1. En este sentido, diversos estudios han demostrado 
que el sistema Arf1/COPI es necesario para el transporte de proteínas importantes en la 
fisiología de las GLs, incluyendo ATGL, PLIN2 o GPAT4 (Nakamura et al., 2004; Beller et al., 
2008; Soni et al., 2009; Wilfling et al., 2014; Gao y Goodman, 2015). Más aún, estos estudios 
han permitido establecer que la inhibición de Arf1 mediante silenciamiento o tratamiento 
farmacológico (con brefeldina A), además de disminuir la asociación de ATGL a la superficie 
de las GLs, provoca un aumento del tamaño de las GLs en las células, lo que se ha propuesto 
que es debido a la disminución de la lipolisis provocada por el bloqueo del acceso de la lipasa 
a estos orgánulos (revisado por Gao y Goodman, 2015). En concordancia con estos resultados 
están nuestros datos de silenciamiento en adipocitos diferenciados, que muestran que la 
disminución de los niveles de Rab34 provoca una disminución significativa de la lipolisis y un 
aumento concomitante de la cantidad de triglicéridos almacenados en las células silenciadas. 
Notablemente, PLIN2 que, como ATGL, llega a las GLs vía Arf1/COPI, reduce la lipólisis basal 
protegiendo a las GLs del acceso de ATGL (revisado por Kimmel y Sztalryd, 2016). Teniendo 
en cuenta estos resultados, cabe por tanto la posibilidad de que, mediante su interacción con 
Arf1, Rab34 pudiera intervenir en el tráfico de PLIN2 y/o ATGL a la superficie de las GLs (no 
así en el contenido total de estas proteínas, que no se modifica en células silenciadas para 
Rab34). En esta línea, las imágenes de microscopía confocal en células HepG2 tratadas con 
oleato muestran la aposición de estructuras tubulares marcadas con Rab34 en estrecha 
aposición con la PLIN2 que rodea las GLs, lo que está en concordancia igualmente con la 
propuesta de Soni y colaboradores (2009) sobre la existencia de un compartimento del RE 
especializado en la transferencia de proteínas a través de vesículas (Arf1/COPI) dirigidas a las 
GLs. Cabe especular con la idea de que dicha transferencia no se produzca exactamente a 
través de vesículas si no de los puentes que conectan las GLs (en crecimiento o maduras) y el 
RE, cuyo mantenimiento se ha demostrado recientemente que depende de la maquinaria 
Arf1/COPI (Wilfling et al., 2014).  La realización de estudios de bloqueo de Arf1 con brefeldina 
A nos permitiría confirmar si Rab34 depende de Arf1 para realizar su función y, si en tal caso, 
Rab34 regula, como Arf1, el tráfico de las proteínas ATGL y PLIN2 a las GLs. A diferencia de lo 
observado para ATGL o PLIN2, el silenciamiento de Rab34 provocó una disminución 
significativa del contenido de la lipasa HSL en los adipocitos, que podría contribuir a la 
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disminución de la lipolisis observada en los adipocitos silenciados. Desconocemos el 
mecanismo que puede mediar este efecto. En esta línea, recientemente se ha demostrado 
que cambios en el contenido de otra proteína Rab, concretamente Rab32, resulta en cambios 
en la expresión de ATGL en hepatocitos, aunque ambas proteínas no interaccionan 
directamente (Li et al., 2016). 
Adicionalmente, es posible que Rab34 pudiera participar también en la transferencia 
a las GLs de otra proteína que llega a éstas vía Arf1/COPI, la enzima responsable de la síntesis 
de triglicéridos GPAT4 (Jacquier et al., 2011; Kory et al., 2016), en vista de que la 
sobreexpresión de Rab34, en particular en días tempranos de diferenciación, aumenta el 
tamaño de las GLs y la acumulación de triglicéridos en las células 3T3-L1.  
En relación con la lipogénesis, nuestros estudios de videomicroscopía en tiempo real 
en células 3T3-L1 expuestas a oleato nos han permitido observar que Rab34 se asocia a 
estructuras corticales que se asemejan a lamelipodios, los cuales terminan por formar 
estructuras irregulares o redondeadas en la superficie cortical de las células. Estos resultados 
replican observaciones previas obtenidas mediante videomicroscopía en adipocitos tratados 
con oleato, que mostraban la acumulación de lípidos en lamelipodios (Nagayama et al., 
2007). Estas observaciones son compatibles con estudios realizados en otros tipos celulares, 
como COS-1, en los que se ha descrito que Rab34 colocaliza con actina en lamelipodios así 
como en vesículas periféricas cercanas a la superficie celular, habiéndose propuesto un papel 
para esta GTPasa en la regulación de la macropinocitosis (Sun et al., 2003). Notablemente, 
Rab7 y Rab21, que aparecen en el interactoma de Rab34, también están involucradas en 
macropinocitosis (Swanson 2008; Egami et al., 2016). En nuestros estudios, las estructuras 
invaginadas que se marcan con GFP-Rab34 en la superficie, se transportan hacia el interior 
de las células, siguiendo una ruta similar a la descrita en los estudios de seguimiento de los 
lípidos endocitados en adipocitos por Nagayama et al. (2007). Estos resultados sugieren un 
papel de Rab34 en el tráfico intracelular de lípidos, que podría estar mediado mediante la 
interacción de esta proteína con elementos del citoesqueleto, tales como los motores 
moleculares miosina y dineína (transporte retrógrado), los componentes de los 
microfilamentos (actina) y de los microtúbulos (tubulina), o el complejo chaperonina 
encargado del plegamiento de la actina y tubulina (TCP-1), como muestran nuestros estudios 
del interactoma de Rab34. Estos resultados estarían en línea con los estudios que muestran 
la existencia de una importante relación entre las GLs y el citoesqueleto y sus proteínas 
motoras asociadas (revisado por Horgan y McCaffrey, 2011), así como con el transporte 
retrógrado de vesículas Golgi-ER a través de mircotúbulos (Murshid y Presley, 2004). 
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En resumen, los resultados obtenidos en adipocitos a diferentes etapas de 
diferenciación, junto con los observados en hepatocitos, apoyan un papel de Rab34 en el 
funcionamiento de estas células, tanto en asociación al Golgi como, fundamentalmente,  a 
las GLs, presumiblemente participando en el transporte de proteínas relevantes en la 
fisiología de las GLs así como en el tráfico de las propias GLs. Siguiendo este argumento, 
nuestras observaciones permitían predecir la presencia de alteraciones de Rab34 en 
condiciones en los que los adipocitos (o los hepatocitos) están afectados, como ocurre en 
obesidad. 
    
5.4. Regulación de Rab34 en repuesta a estímulos 
obesigénicos y en resistencia a insulina 
 
Como se ha mencionado en apartados anteriores, en adipocitos humanos 
diferenciados in vitro, tanto del depósito subcutáneo como del visceral, Rab34 localiza con 
marcadores de Golgi, como Arf1, a días tempranos de diferenciación, y con el marcador de 
GLs, PLIN1, en etapas más avanzadas de la adipogenésis, cuando también colocaliza con la 
proteína Arf1 asociada a las GLs. Curiosamente, en adipocitos maduros aislados 
directamente de tejido adiposo humano fresco, subcutáneo o visceral, se observa que Rab34 
se localiza, junto con PLIN1, en ciertas partes de la periferia de la gran GL característica de 
estas células. Sorprendentemente, en estas células, Rab34 también se asocia al Golgi de la 
región perinuclear, donde solapa de manera significativa con el marcador del ERGIC, 
ERGIC53, y en cierta medida, también con Arf1. La coexistencia de esta localización dual de 
Rab34 en los adipocitos maduros humanos, que también se observa cuando 
sobreexpresamos GFP-Rab34 en adipocitos 3T3-L1, sugiere que esta proteína participa de 
alguna forma en la conexión dinámica entre Golgi-RE-GLs.  Es posible que, en estas 
condiciones, ayude al tráfico de proteínas desde sus compartimentos de síntesis y 
maduración hasta la superficie de las GLs. Esta posible función se vería alterada en 
condiciones de obesidad, al menos en los adipocitos del tejido adiposo subcutáneo, donde 
hemos observado que los niveles de Rab34 están disminuidos. Resulta sorprendente que no 
se observen cambios en Rab34 en grasa visceral, que es el depósito que comúnmente se ha 
asociado al desarrollo de enfermedad metabólica en obesidad, si bien se ha establecido 
claramente el papel que juega la grasa subcutánea en la capacidad de expansión (i.e., 
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acumulación de lípidos) del tejido adiposo en obesidad (Malagón et al., 2013; Rodríguez et 
al., 2015). En este contexto, de acuerdo a nuestros resultados en silenciamiento en 
adipocitos 3T3-L1, esta disminución en Rab34 podría acarrear deficiencias en la tasa de 
lipolisis/lipogénesis en los adipocitos (y preadipocitos), lo que está de acuerdo con estudios 
que indican que, en obesidad mórbida, se produce una reducción en la tasa metabólica del 
tejido adiposo (del Pozo et al., 2011). No observamos variaciones entre obesos mórbidos con 
o sin resistencia a insulina, lo que indica que los cambios observados en Rab34 se asocian 
más al aumento de la acumulación de lípidos (hipertrofia de los adipocitos) que a la 
resistencia a insulina. 
Sin embargo, nuestros modelos de hipertrofia y/o resistencia a insulina de adipocitos 
3T3-L1 in vitro, no nos han resultado útiles para elucidar los procesos que podrían ser 
responsables de los cambios observados en el contenido en Rab34 en el tejido adiposo 
humano en obesidad, ya que en ningún caso redujeron el contenido de esta GTPasa, como 
observamos en grasa subcutánea de individuos obesos con o sin resistencia a insulina. Parece 
probable que, como en el caso de NECC2, los cambios observados en el tejido adiposo de 
individuos obesos sean el resultado de la suma o la interacción de los múltiples procesos de 
estrés celular que se activan en los adipocitos obesos. Queda por establecer si en el hígado 
de pacientes obesos, especialmente en aquellos que presentan esteatosis hepática (non-
alcoholic fatty liver disease, NAFLD) o su forma más extrema (non-alcoholic steatohepatitis, 
NASH), con acumulación de GLs en los hepatocitos, se producen variaciones en la distribución 
y/o el contenido de Rab34 y, en tal caso, como ocurre en el tejido adiposo en obesidad, si 
dichas variaciones son un efecto o la causa de la disfunción de los hepatocitos y adipocitos  




























1. NECC2 es una proteína citosólica que es reclutada a la superficie celular de los adipocitos 
en respuesta a insulina, localizándose en la cara citosólica de las caveolas en estrecha 
relación con la actina cortical y el receptor de insulina. 
2. NECC2 podría representar un componente de la red andamiaje de las caveolas,  en las 
que actuaría modulando la señalización de insulina. 
3. La expresión de NECC2 en el tejido adiposo aumenta en obesidad, especialmente en 
condiciones de insulino-resistencia, sugiriendo un papel adaptativo para esta proteína 
que, no obstante, no parece suficiente para mantener la respuesta normal de las células 
en condiciones de aumento de la adiposidad. 
4. La GTPasa Rab34 presenta una distribución dual, en aparato de Golgi y gotas lipídicas, 
dependiente del estadio de desarrollo o del estado (pato) fisiológico de las células.  
5. Rab34 es un marcador de la adquisición de un fenotipo acumulador de lípidos, tanto en 
condiciones fisiológicas (adipogénesis en adipocitos) como patológicas (exposición a 
ácidos grasos en hepatocitos).  
6. Rab34 se asocia a las gotas lipídicas presumiblemente vía transporte retrógrado a través 
del compartimento intermedio retículo endoplásmico-Golgi (ERGIC), en un proceso en el 
que probablemente interviene el sistema Arf1/COPI.   
7. Rab34 podría regular la biogénesis y el crecimiento de las gotas lipídicas controlando 
tanto el tráfico intracelular de lípidos como el transporte de estos orgánulos. 
8. La obesidad altera la expresión de Rab34 en el tejido adiposo, probablemente como 
respuesta a los diferentes estímulos y procesos de estrés celular que ocurren en 
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